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1. Zusammenfassung
Das immunsuppressive Zytokin Interleukin-10 (IL-10) ist fu¨r die Entwicklung einer muko-
salen Toleranz grundlegend und verhindert eine chronische Entzu¨ndung des Darms ge-
genu¨ber der kommensalen Mikroflora. Die Rolle von IL-10 in der adaptiven Immunita¨t wur-
de in dieser Hinsicht bereits intensiv untersucht. Seine Funktion bei der fru¨hen angebo-
renen Immunantwort im Darm gegen pathogene Mikroorganismen war Gegenstand des
ersten Teilprojekts in dieser Arbeit. Dafu¨r wurden IL-10 defiziente Ma¨use und kongene Wild-
typma¨use mit dem typischen Nahrungsmittel-Pathogen Salmonella enterica serovar Typhi-
murium infiziert und die nachfolgende Entzu¨ndungsreaktion analysiert. Durch Vergleich ve-
schiedener attenuierter Salmonellen-Mutanten sollten bakterielle Faktoren, die bei einer
IL-10 regulierten angeborenen Immunantwort von Bedeutung sind, identifiziert werden.
Die Ergebnisse zeigten, dass nach einer oralen Salmonellen-Infektion die Peyerschen Plat-
ten des Darms von IL-10 defizienten Tieren anfa¨nglich a¨hnlich stark von Neutrophilen in-
filtriert wurden wie bei Wildtyp-Ma¨usen. Interessanterweise konnten zu einem spa¨teren
Zeitpunkt (20 h nach Infektion) aber deutlich mehr Neutrophile in den Peyerschen Plat-
ten von IL-10 defizienten Tieren nachgewiesen werden, als bei den Kontrolltieren. Offen-
bar war IL-10 wichtig fu¨r die Begrenzung einer Entzu¨ndungsreaktion im Darm. Dieser IL-
10 Effekt ko¨nnte von Salmonellen-Virulenzfaktoren abha¨ngen, da der Kommensale E. coli
Nissle 1917 zwar auch eine Neutrophilen-Infiltration auslo¨ste, diese aber von IL-10 un-
abha¨ngig war. Ein Vergleich verschiedener Salmonellen-Mutanten zeigte, dass die IL-10
abha¨ngige Entzu¨ndungsreaktion insbesondere durch Translokation von Effektorproteinen
des Invasions-assoziierten Salmonella Typ-3-Sekretionssystem in Wirtszellen ausgelo¨st
wurden.
Um die bei diesem Prozess beteiligten Wirts-Zelltypen zu identifizieren, wurden Ma¨use mit
zelltypspezifischem IL-10 und IL-10 Rezeptor knock-out infiziert. Die Ergebnisse legen na-
he, dass weder Makrophagen und Neutrophile, noch B- oder T-Zellen alleinige Produzen-
ten oder Rezipienten des modulierenden IL-10 Signals waren. Mo¨glicherweise sind andere
Zelltypen wie z.B. Dendritische Zellen oder mehrere teilweise redundante Zelltypen be-
teiligt. Auf diese zweite Mo¨glichkeit deutet die nachweisbare Rolle von T-Zellen als IL-10
Produzenten zur Unterdru¨ckung einer Salmonella-Entzu¨ndungsreaktion in Ma¨usen hin, die
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aufgrund einer zusa¨tzlichen IL-4 Deletion versta¨rkt zu pro-inflammatorischen Reaktionen
neigen. Des Weiteren konnte eine Rolle von IL-10 bei der Ausbildung einer Toleranz nach
Mehrfachinfektionen mit Salmonella Typhimurium beobachtet werden.
Insgesamt erwies sich damit das hier entwickelte Infektionsmodell als geeignet, um sowohl
bakterielle als auch Wirts-Faktoren zu identifizieren, die die angeborene mukosale Immun-
antwort beeinflussen.
Im zweiten Teilprojekt wurde ein Infektionsmodell entwickelt, um Interaktionen zwischen
persistierenden Bakterien und dem Wirt zu untersuchen und neue Zielmoleku¨le fu¨r eine
Antibiotika-Therapie gegen chronische Infektionen zu identifizieren. Da die meisten her-
ko¨mmlichen Antibiotika aktive Prozesse der Zelle angreifen, sind sie gegen Bakterien, die
sich wa¨hrend der Persistenz in einem dormanten Zustand befinden, unwirksam. Wa¨hrend
rekombinante Salmonellen mit u¨berexprimierten bakteriostatischen Proteinen aus Toxin-
Antitoxin-Modulen keine u¨berzeugenden Daten lieferten, konnten eingeschra¨nkt brauchba-
re Persistenzmodelle mit Salmonellen-Mutanten im Purinstoffwechsel oder dem fu¨r intra-
zellula¨res Wachstum wichtigen SPI-2 Typ-3-Sekretionssystem etabliert werden. Im Hinter-
grund dieser beider Mutanten wurden verschiedene Stoffwechselwege und weitere fu¨r die
Zelle zentral wichtigen Prozesse blockiert. Einzig Mutationen in Zellwandsynthese und Ri-
boflavinstoffwechsel fu¨hrten zu einer eingeschra¨nkten Salmonellen-Persistenz in infizierten
Ma¨usen, jedoch waren selbst diese Mutanten noch in der Lage, dauerhaft bei erniedrigter
Bakterienlast zu persistieren. Keine der getesten Salmonellen-Aktivita¨ten waren demnach
geeignete Zielmoleku¨le fu¨r eine wirksame antimikrobielle Therapie gegen chronische Infek-
tionen. Diese Ergebnisse stehen mit den Schwierigkeiten, solche Therapien zu entwickeln,
in Einklang.
2. Vorwort
Unter dem gemeinsamen Titel Salmonelleninfektionen in der Maus als Modelle fu¨r Wirt-
Pathogen-Interaktion ist die vorliegende Arbeit in zwei Teile untergliedert. In Teil 1 wurde ein
Salmonella-Infektionsmodell etabliert, um die fru¨he angeborene Immunantwort im Darm zu
untersuchen und um die Rolle des Interleukins-10 (IL-10) darin zu bestimmen. Ziel von Teil
2 war es ein weiteres Modell zu entwickeln, mit dessen Hilfe der Vorgang der Etablierung
eines Persistenzzustandes erforscht werden kann.
Teil 1 Um eine scha¨dliche ¨Uberreaktion des Immunsystems gegenu¨ber der residen-
ten Mikroflora zu vermeiden, bildet der Wirt eine homo¨ostatische Balance aus. Trotzdem
ist er in der Lage bei Kontakt mit pathogenen Erregern mit einer entsprechenden Abwehr-
reaktion auf die Infektion zu reagieren. Welche Faktoren bei der fru¨hen Unterscheidung
zwischen
”
freundlich“und
”
feindlich“eine Rolle spielen ist aktuelles Thema der Forschung.
Das Interleukin-10 spielt eine wichtige Rolle bei der Unterdru¨ckung einer spontanten chro-
nischen Entzu¨ndung des Darms. Seine Rolle in der fru¨hen angeborenen Immunantwort ist
allerdings noch weitgehend unbekannt. Hier sollte mit Hilfe des Modellpathogens Salmonel-
la Typhimurium zum Einen die Bedeutung von IL-10 kurz nach dem Eindringen eines Erre-
gers untersucht werden, als auch weiterfu¨hrend ein Infektionsmodell bestimmt werden, mit
dessen Hilfe bakterielle Faktoren identifiziert werden ko¨nnen, welche eine Entzu¨ndungs-
reaktion einleiten. Die an dem Prozess beteiligten Wirts-Zelltypen sollten u¨ber IL-10 und
IL-10Rezeptor defiziente Tiere isoliert werden.
Teil 2 Ein anderes Salmonelleninfektionsmodell sollte dazu dienen wichtige Faktoren
zu identifizieren, die es einem Bakterium ermo¨glichen in Wirtszellen zu persistieren. Nach
einer akuten Infektion sind einige Pathogene dazu fa¨hig in Wirtszellen zu u¨berdauern und
sind fu¨r ein erneutes Ausbrechen der Krankheit (Ru¨ckfall) verantwortlich. Diese Erreger sind
aufgrund ihres physischen Zustands kaum zu behandeln. Dieses fu¨r die Medizin wichtige
Gebiet ist leider nur unzureichend untersucht. Aus diesem Grund soll hier ein ensprechen-
des Modell entwickelt werden, um Faktoren die an der Interaktion zwischen dem Wirt und
dem Pathogen in dieser Phase der Infektion verantwortlich sind, zu identifizieren um so
neue Targets fu¨r Antibiotika darzulegen.
Teil 1
Wirt-Pathogen-Interaktion der
fru¨hen angeborenen IL-10 regulierten Immunantwort
3. Einleitung
Die Zahl der im Darm residierenden Mikroorganismen ist um das zehnfache ho¨her als die
Anzahl eukaryotischer Zellen des menschlichen Ko¨rpers. Die Gruppe der Bakterien um-
fasst dabei zwischen 300 und 500 Spezies, welche fu¨r den Wirt auf verschiedenste Weise
von Nutzen sind und folglich vom Immunsystem toleriert werden [64] [65]. Der Beitrag zur
Na¨hrstoffverwertung, die Entwicklung und Erhaltung des intestinalen Epithels, der Einfluss
auf die Entwicklung und Funktion des mukosalen Immunsystems, sowie die Konkurrenz mit
Pathogenen um Na¨hrstoffe und Raum, sind nur einige Beispiele wie Kommensale fu¨r den
Wirt von Nutzen sind [7] [179] [95] [157] [158]. Um eine homo¨ostatische Balance zu errei-
chen, muss das intestinale Immunsystem zwischen scha¨dlichen und nu¨tzlichen Bakterien
unterscheiden ko¨nnen. Die Virulenzstrategien einiger enteropathogener Bakterien hinge-
gen erlauben es ihnen, mit den endogenen Mikroorganismen zu konkurrieren, den Darm
zu kolonisieren und eine Entzu¨ndungsreaktion auszulo¨sen.
¨Uber spezialisierte Epithelzellen (M-Zellen) innerhalb des Follikel-assoziierten Epithels -
(FAE) im Darm werden kontinuierlich Mikroorganismen aus dem Lumen aufgenommen und
dem intestinalen Immunsystem pra¨sentiert. So wird eine adaptive Immunantwort gefo¨rdert
und damit Schutz gegen Infektionen erreicht. Kommensale Mikroorganismen induzieren
Toleranz durch kontinuierliche Aufnahme u¨ber M-Zellen und Dendritische Zellen (DCs) der
Lamina Propria, die zu einer homo¨ostatische Balance fu¨hrt. Dabei handelt es sich nicht
um Toleranz im klassischen immunologischen Sinn, sondern eher um eine Art Mangel an
Reaktion gegenu¨ber diesen Bakterien (Anergie) [183] [55] [188] [81]. Dagegen stimulie-
ren enteroinvasive Mikroorganismen, die in den Darm und die Peyerschen Platten (PP)
gelangen, eine pro-inflammatorische Antwort des Immunsystems. Eine Sto¨rung im Immun-
system, bei der selbst harmlose Partikel als feindlich erkannt werden, kann zu einer chro-
nischen Entzu¨ndung des Darms fu¨hren. Das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 ist dabei
wichtig, um eine Balance zwischen Immunantwort und Entzu¨ndungsreaktion aufrechtzuer-
halten, indem es eine u¨berschießende Reaktion des Immunsystems verhindert. Bei Tieren
mit einer IL-10 Defizienz kommt es zu Th1-a¨hnlichen Immunantworten gegenu¨ber der re-
sidenten Darmflora und folglich entwickeln sie eine spontane Kolitis (IBD = Inflammatory
Bowel Disease) [181] [6] [213].
EINLEITUNG
3.1 Das intestinale Immunsystem
3.1.1 Aufbau des GALT
Das Darm-assoziierte lymphoide Gewebe (GALT) ist unterteilt in Induktor- und Effektorstel-
len. Wa¨hrend die Effektoren Lymphozyten des Epithels und der mukosalen Lamina Propria
sind, sind lymphoide Follikel fu¨r das Auslo¨sen der Immunantwort verantwortlich. Mukosale
lymphoide Follikel sind u¨ber die gesamte La¨nge des Darms verteilt. Sie ko¨nnen einzeln
auftreten oder auch in Form von makroskopisch sichtbaren Aggregaten, den PP [122]. Die
physikalische Barriere zum Darmlumen in den PP bildet das FAE. Eine Ausnahme sind
spezialisierte Epithelzellen, die M (microfold)-Zellen. Diese nehmen gezielt Antigene auf
und ermo¨glichen die Translokation von Mikroorganismen vom Darmlumen zur basolatera-
len Seite des Epithels [177]. Bei der Induktion einer Immunantwort werden die u¨ber die
M-Zellen aufgenommenen Kommensalen an Dendritische Zellen (DCs) u¨bergeben. Indem
einige ihre Pseudopodien u¨ber das FAE ausstrecken, ko¨nnen sie zusa¨tzlich Antigene direkt
aus dem Lumen abfangen [163] [202]. Die aufgenommenen Bakterien werden meistens
sofort vernichtet und die resultierenden Antigene den T-Zellen pra¨sentiert, um eine spezifi-
sche Immunreaktion auszulo¨sen.
Aufgrund der nahezu undurchdringlichen Epithel- und Mukusschicht sind fu¨r komplexe Anti-
gene die M-Zellen der PP die wichtigsten Orte, um Zugang zum intestinalen Immunsystem
zu erlangen. Die PP enthalten eine große Ansammlung an B-Zellfollikeln und dazwischen
liegenden Bereichen mit T-Zellen und erinnern durch ihren Aufbau an Lymphknoten. Be-
grenzt werden sie zum intestinalen Lumen u¨ber das FAE mit den M-Zellen. Direkt darunter
gelegen ist der Subepitheliale Dom (SED). Dieser entha¨lt diffus verteilte Lymphozyten und
Antigen-pra¨sentierende Zellen (APC). Viele Pathogene, die auf dem oralen Weg infizieren
wie Yersinia ssp., Shigella ssp. und Salmonella ssp., benutzen diese Route um in tiefere
Gewebeschichten einzudringen und sich systemisch auszubreiten.
3.1.2 Unterscheidung zwischen Kommensalen und Pathogenen
Kommensale wie pathogene Mikroorganismen werden u¨ber ihre Strukturmotive, die MAMPs
(microbe-associated molecular patterns), von speziellen Mustererkennungsrezeptoren -
(PRRs, pattern recognition receptors) wie den Toll-like Rezeptoren (TLR) [194] [8] oder
den NOD-like Rezeptoren (NLR) erkannt [14] [3] [13]. Als potenter Auslo¨ser einer Immun-
antwort gilt Flagellin, ein Strukturprotein des Flagellenapparates Gram-positiver und Gram-
negativer Bakterien und Ligand von TLR5 [216]. Lipopolysaccharid (LPS), eine Komponen-
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te der a¨ußeren Zellmembran und potenter Immunstimulator Gram-negativer Bakterien wird
von TLR4 gebunden [146]. Dagegen werden Gram-positive Bakterien anhand ihrer Zell-
wandbestandteile Peptidoglykan und Lipoteichonsa¨ure hauptsa¨chlich u¨ber TLR2 erkannt.
Insgesamt wurden bisher 10 TLRs im Menschen und 13 in der Maus beschrieben [147]
[175]. Die Aktivierung der TLRs lo¨st im Fall eines Pathogens in den betroffenen Zellen eine
Signalkaskade u¨ber das Adaptormoleku¨l MyD88 aus, die unter anderem zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NFκB fu¨hrt. Dieser steuert die Expression pro-inflammatorischer
Gene [192].
Es existieren verschiedene Theorien, warum es bei beiden Typen an Mikroorganismen
zu gegensa¨tzlichen Reaktionen kommt. In Frage kommen eine ra¨umliche Trennung von
Kommensalen (im Lumen) und den PRRs (an der basolaterealen Seite der Epithelzellen)
sowie verminderte Endotoxizita¨t durch vera¨ndertes LPS (pentacyliertes Lipid A bei Gram-
negativen Bakterien) oder modifiziertes Flagellin in Kommensalen. Des Weiteren kann das
Toll-interagierende Wirtsprotein Tollip direkt inhibitorisch auf TLR2 und TLR4 wirken und
fu¨hrt somit zur negativen Regulation des TLR-Signalweges [218] [145]. Ebenso verhindert
das Fehlen von Virulenzfaktoren bei den Kommensalen, dass sie aktiv in die Wirtszellen
eindringen, das mukosale Gewebe kolonisieren oder sich systemisch ausbreiten ko¨nnen.
Das intakte Epithel verringert den Kontakt der residenten Bakterien mit dem intestinalen
Immunsystem. Um eine orale Toleranz gegen eindringende Bakterien aufzubauen, werden
u¨ber die M-Zellen der PP und u¨ber mit dem Epithel assoziierte Dendritische Zellen konti-
nuierlich Bakterien aus dem Lumen abgefangen. So konnten Rakoff-Nahoum et al. zeigen,
dass kommensale Produkte die Expression zytoprotektiver und regenerativer Faktoren sti-
mulieren [159]. Auf diese Weise ko¨nnen auch probiotische Bakterien, wie Bacteroides vul-
garis und E.coli Nissle1917 (EcN) eine schu¨tzende Wirkung gegen nachfolgende Infektio-
nen mit pathogenen Erregern entfalten. Ukena et al. zeigten, dass lebende EcN zum einen
die Expression pro- und anti-inflammatorischer Moleku¨le aktivieren und somit eine protek-
tive immunologische Barriere aufbauen [198] und zum anderen die Integrita¨t der epithe-
lialen Tight-Junctions versta¨rken und folglich das Eindringen in das Gewebe erschweren
[197]. Die fu¨r die Ausbildung der Homo¨ostase aufgenommenen Bakterien werden sofort
von phagozytierenden Zellen vernichtet, um eine u¨berflu¨ssige versta¨rkte Immunantwort zu
unterbinden.
Pathogene, welche die physikalische Barriere durchdringen, erho¨hen die Permeabilita¨t und
zersto¨ren zum Teil sogar das Epithel.
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3.1.3 Immunreaktion gegenu¨ber Kommensalen Bakterien
Die Immunreaktion gegenu¨ber Kommensalen kennzeichnet sich durch die unvollsta¨ndige
Reifung Dendritischer Zellen nach Kontakt mit kommensalen Produkten oder Nahrungspar-
tikeln und der Generierung von Th3 (T-Helfer3)-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Treg).
Die Folge ist der Aufbau einer lokalen Immumantwort. Der Ablauf einer solchen Immunre-
aktion ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
Abbildung 3.1: Intestinale Immunantwort gegen Kommensale Bakterien oder Nahrungsparti-
kel. Als Reaktion auf kommensale Antigene werden DCs zu einer unvollsta¨ndigen Reifung angeregt,
welche die Polarisierung von T-Zellen in Richtung Th3 oder regulatorische T-Zellen bewirkt. Grafik
adaptiert aus Anatomical basis of tolerance and immunity to intestinal antigens, Allan McI. Mowat,
Nature Review 2003.
Kommensale oder andere Produkte werden von Dendritischen Zellen in den PP oder in der
Lamina Propria aufgenommen. In Abwesenheit einer Entzu¨ndung werden durch das kon-
stitutiv von Makrophagen und Mesenchymzellen ausgeschu¨ttete Prostaglandin E2 (PGE2)
sowie durch TGF-β und eventuell auch IL-10 (welche von Epithelzellen produziert werden
ko¨nnen) die DCs zur Reifung angeregt, die aber durch das Fehlen von potenten Entzu¨n-
dungsinduktoren unvollsta¨ndig ist. PGE2 ist ein starker Induktor von IL-10, welches pro-
inflammatorische Th1-Antworten unterdru¨ckt und somit die suppremierende Aktivita¨t von
PGE2 auf die DC-vermittelte Immunantwort induziert [1]. Nach Wanderung der DCs in die
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mesenterialen Lymphknoten oder auch noch in den PP pra¨sentieren sie ihre Antigene nai-
ven CD4+ T-Zellen. Diese differenzieren anschließend in Th3 oder Treg. Die Tregs produ-
zieren IFN-γ und IL-10 und induzieren damit lokale intestinale Homo¨ostase. Intestinale DCs
induzieren nach Kontakt mit kommensalen Produkten eine protektive lokale IgA-Produktion
[119].
3.1.4 Immunreaktion gegenu¨ber Pathogenen
Die Immunreaktion gegenu¨ber Pathogenen dagegen charakterisiert sich durch die vollsta¨n-
dige Reifung Dendritischer Zellen nach Kontakt mit bakteriellen Antigenen und der Eta-
blierung einer pro-inflammatorischen Th1-Antwort oder einer anti-inflammatorischen Th2-
Antwort. Der Ablauf einer solchen Immunreaktion ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
Abbildung 3.2: Intestinale Immunantwort gegen Pathogene Erreger. Als Reaktion auf pathoge-
ne Antigene werden DCs zu einer vollsta¨ndigen Reifung angeregt, welche die T-Zellen u¨ber IL-12 in
Richtung einer pro-inflammatorischen Th1-Antwort polarisiert. Ebenso werden T-Zellen in die Th2-
Richtung stimuliert. Grafik adaptiert aus Anatomical basis of tolerance and immunity to intestinal
antigens, Allan McI. Mowat, Nature Review 2003.
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Das Erkennen der MAMPs pathogener Erreger u¨ber die Toll-like Rezeptoren der Epithel-
zellen, Mesenchymzellen und Makrophagen induziert eine lokale Entzu¨ndungsreaktion. In
diesem Fall reifen die DCs nach Aufnahme der Antigene vollsta¨ndig und deren folgende
Pra¨sentation bewirkt die Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen u¨ber das Zytokin IL-12
zu Th1 und u¨ber die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 zu Th2-Zellen. Wa¨hrend die Th1-Zellen
IFN-γ produzieren und somit die Entzu¨ndungsreaktion versta¨rken, sezernieren Th2-Zellen
IL-4 und induzieren IgA-Produktion. Dabei ist es von der Art der mikrobiellen Komponenten
abha¨ngig, in welche Richtung die DCs polarisiert werden. So fu¨hren die Proteine des Darm-
parasitens Schistosoma mansoni und des extrazellula¨ren Bakteriums Vibrio cholerae zu ei-
ner Stimulierung myeloider DCs versta¨rkt in Richtung Th2. Im Fall des intrazellula¨ren Bakte-
riums Bordetella pertussis und doppelstra¨ngiger Virus-DNA dagegen vermehrt in Richtung
Th1 [26]. Auch nach Infektionen mit Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella
Typhimurium) [161] [92] und Toxoplasma gondii [116] [56] konnte eine Th1 abha¨ngige IFN-γ
Sekretion in PP beobachtet werden. Das immunoregulatorische Zytokin spielt eine wichtige
Rolle bei der Wirtsabwehr gegen intrazellula¨re Parasiten, wie z.B. Salmonella Typhimurium
indem es Makrophagen aktiviert und durch deren anti-mikrobielle Wirkung zur Abto¨tung der
Salmonellen fu¨hrt [89].
3.2 Virulenzfaktoren der Pathogene
Der Hauptgrund fu¨r die fehlende Entzu¨ndungsreaktion gegen Kommensalen des Darms
ko¨nnte das Fehlen von Virulenzfaktoren sein. Um den Abwehrmechanismen des Wirts und
den verschiedenen Umgebungen wa¨hrend des Infektionsverlaufs widerstehen zu ko¨nnen,
besitzen Pathogene wie z.B. Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella Typhi-
murium) spezielle Virulenzfaktoren. Salmonella besitzt mindestens 60 solcher fu¨r die Viru-
lenz beno¨tigten Gene [62], von denen einige auch in nicht-pathogenen Sta¨mmen von E.coli
vorkommen. Diese werden hauptsa¨chlich fu¨r Na¨hrstoffbiosynthese, Transkriptionskontrolle
und DNA-Reparatur beno¨tigt [62]. Neben diesen Faktoren verwendet Salmonella Typhimu-
rium zwei Typ-3-Sekretions- systeme (T3SS) [83], um in nicht-phagozytierende Wirtszellen
einzudringen (SPI-1; Salmonella Pathogenita¨tsinsel-1), in Phagozyten u¨berleben und sich
systemisch ausbreiten zu ko¨nnen (SPI-2). Einige der Virulenzfaktoren ko¨nnen direkt pro-
inflammatorische Signalwege aktivieren. Die bei der Interaktion der Salmonellen mit den
Epithelzellen u¨ber das T3SS translozierten SPI-1 Proteine SipA, SopA, SopB, SopD, SopE
und SopE2 fu¨hren zu einer erho¨hten Flu¨ssigkeitsansammlung und Neutrophilen-Infiltration.
Zum Beispiel induziert SipA die Produktion von Chemoattraktanten, welche die transepithe-
liale Migration der Neutrophilen (PMN) fo¨rdern. SopB und SopE2 aktivieren intrazellula¨re
Signalwege, welche zur Expression pro-inflammatorischer Zytokine fu¨hren [71] [221] [111]
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[82]. Der von Salmonella auf der Pathogenita¨tsinsel 1 (SPI-1) kodierte Virulenzfaktor SipB
vermittelt unter anderem die Aktivierung der Caspase-1, um die PP kolonisieren zu ko¨nnen
[132]. Dieses Enzym spaltet die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18 in ihre
bioreaktive Form, die zur Rekrutierung von PMN fu¨hrt [117] [132] [199] [30]. Ebenso wie
SipB aktiviert auch das Shigellenprotein IpaB die Caspase-1 mit nachfolgender Hydrolyse
von IL-1β und IL-18 in ihre reife Form. Dieser Aktivierungsprozess nach Kontakt mit mi-
krobiellen Peptiden findet im Inflammasom von Makrophagen und Neutrophilen statt. Das
Inflammasom ist ein Komplex von Proteinen mit speziellen Funktionen in der fru¨hen Im-
munabwehr [31]. Dazu geho¨ren unter anderem die PRRs und Caspase-1, welche bei Ak-
tivierung des Proteinkomplexes, durch Ligandenbindung an den PRR, selbst aktiviert wird
und Pro-Interleukin-1β in seine aktive Form spaltet und somit eine pro-inflammatorische
Reaktion mit PMN Infiltration auslo¨st.
Salmonellen mit Defekten in den Regulatoren HilA, PhoP oder InvA ko¨nnen im Gegen-
satz zum Wildtyp keine Migration von PMN u¨ber das intestinale Epithel bewirken [128]. Im
Weiteren induziert das Protein HP-NAP von Helicobacter pylori die Produktion von Sauer-
stoffradikalen in humanen PMN. EspA der enteropathogenen E.coli (EPEC)-Spezies erho¨ht
die Sekretion von IL-1β und IL-6 u¨ber das Epithel.
Als Folge des Eindringens pathogener Erreger kommt es direkt zur Zersto¨rung von Wirts-
zellen und umliegender Gewebe. Neben der Aktivierung von IL-1β und IL-18 induziert die
Caspase-1 eine spezielle Form der Apoptose von Wirtszellen, wodurch zahlreiche toxi-
sche Substanzen, wie Sauerstoffradikale, Stickoxide, Proteasen und Peroxidasen frei wer-
den, welche die Epithelbarriere scha¨digen. Die transepitheliale Migration rekrutierter PMN
fo¨rdert ebenso die Destabilisierung dieser Barriere [59] [127] [151] [174]. Auch die Urease
von H. pylori wird mit Apoptose-Induktion und Aktivierung von Neutrophilen und Monozyten
in Verbindung gebracht [40] [73]. Dieses Enzym ist ein wichtiger Kolonisierungsfaktor, der
Harnstoff in das fu¨r die Magenschleimhaut toxische Ammonium spaltet [125]. Als Induktor
fu¨r die Produktion weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren gilt das Zytokin IL-1α. Es wird
bei der Invasion des Epithels oder der PP durch enteropathogene Bakterien wie Shigella
flexneri, Clamydia trachomatis oder Yersinia enterocolitica freigesetzt und fu¨hrt zu einer
starken Entzu¨ndung des Gewebes. So fu¨hrt die Translokation von Yop-Effektorproteinen
u¨ber die Typ-3-Sekretionssysteme von Yersinia zur Zersto¨rung von Epithelzellen und der
Apoptose von Makrophagen. Dabei wird die Produktion von IL-1α induziert, welches wie-
derum die Sekretion von Chemoattraktanten fu¨r Neutrophile (IL-8, MCP-1 und GM-CSF)
auslo¨st [90] [162] [176].
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3.3 IL-10 und seine Rolle bei der Immunantwort
3.3.1 Das Zytokin IL-10
Entdeckt wurde IL-10 u¨ber seine Funktion, eine pro-inflammatorische Th1-Antwort zu in-
hibieren [47]. Spa¨ter wurde sein Aktivita¨tsrepertoire auf Th2-Zellen erweitert [212]. Des
Weiteren spielt es eine wichtige Rolle in der Ausbildung regulatorischer T-Zellen und somit
in der Etablierung einer mukosalen Toleranz [206]. Erstmals isoliert von Th2-Zellen wird
das immunsuppressive Zytokin daru¨ber hinaus von Epithelzellen, Keratinozyten und vor
allem von den meisten Zelltypen der ha¨matopoetischen Zelllinie gebildet. Dazu geho¨ren
Dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten (T- und B-Zellen) [135].
Die Transkriptionsregulation von IL-10 erfolgt u¨ber Sp1 und Sp3, die beide konstitutiv expri-
miert werden [195]. Das la¨sst eine Basisexpression von IL-10 in den genannten Zelltypen
vermuten.
Das von Th1-Zellen produzierte IL-10 dient bei einer Entzu¨ndungsreaktion als selbstregu-
lierende Ru¨ckkopplungsschleife, um Scha¨digungen am Gewebe durch eine u¨bertriebene
Entzu¨ndungsreaktion zu limitieren [54]. So ko¨nnen gereifte DCs u¨ber die Produktion von
autokrin wirkendem IL-10 die Th1-Antwort abschwa¨chen [20]. Die anti-inflammatorische
Wirkung von IL-10 liegt in der Inhibierung aktivierter Makrophagen/Monozyten und Den-
dritischer Zellen durch Verhindern der Antigenpra¨sentation u¨ber MHCII-Komplexe und der
Zytokin-Sekretion [28] [48] [118].
3.3.2 Der IL-10 Rezeptor
Der IL-10 Rezeptor ist aus zwei Untereinheiten aufgebaut: IL-10R1 und IL-10R2. Fu¨r die
spezifische Bindung des Liganden ist IL-10R1 verantwortlich. Nach Aktivierung des IL-10R-
Komplexes fu¨hrt IL-10R2 die beiden Untereinheiten zusammen und aktiviert wiederum eine
Signalkaskade u¨ber JAK/STAT3 die zur Expression der STAT3-kontrollierten Gene fu¨hrt [46]
[208] [168]. Die u¨ber STAT3 aktivierten Gene blockieren pro-inflammatorische Gene, deren
Expression z.B. nach Kontakt der TLR mit Antigenen, u¨ber einen MyD88-Signalweg ein-
geleitet wurde. Die Inhibierung der Makrophagenproliferation und Zytokinproduktion kann
zusa¨tzlich u¨ber einen STAT3 unabha¨ngigen Signalweg ablaufen [43].
Im Gegensatz zu IL-10R1 ist die IL-10R2 Untereinheit nicht einzigartig, sondern auch die
2. Untereinheit der Rezeptoren anderer Klasse II-Zytokine, wie IL-22, IL-26 und IFN-λ [29]
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[45]. Der IL-10 Rezeptor befindet sich auf der Oberfla¨che der meisten Zelltypen der ha¨ma-
topoetischen Zelllinie sowie von Epithelzellen und Keratinozyten [135] [27]. Dazu geho¨ren
Dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten (T- und B-Zellen) [135].
3.3.3 Bedeutung von IL-10 bei Infektionen und IBD
Dass IL-10 die pro-inflammatorische Th1-Antwort abschwa¨cht, wird auch in der erho¨hten
Immunreaktion und folglich schnelleren Beseitigung einer Infektion mit pathogenen Erre-
gern wie z.B. Leishmania nach Neutralisierung des Zytokins sichtbar [214] [138]. Nachteile
einer solchen versta¨rkten Immunreaktion sind jedoch immunopathologische Scha¨digungen
am Gewebe, welche wie im Fall von Infektionen mit Toxoplasma gondii oder Trypanosoma
cruzi [85] letal enden ko¨nnen. In diesen Fa¨llen sterben die Ma¨use durch ¨Uberproduktion
pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-12, IFN-γ und TNF-α [57]; [84]. Die Injektion mit re-
kombinantem IL-10 oder die ¨Uberexpression von IL-10 in transgenen Ma¨usen verringert die
Immunopathologie gegenu¨ber einer Infektion mit einer Vielzahl an Pathogenen [135]. Das
anti-inflammatorische Zytokin verlangsamt die Beka¨mpfung einer Infektion, bewirkt somit
jedoch einen Schutz vor chronischen Entzu¨ndungen, verursacht durch eine ¨Uberreaktion
des Immunsystems.
Kommensale Bakterien, welche die intestinale epitheliale Barriere durchdringen, werden
umgehend von den myeloiden DCs im subepithelialen Dom vernichtet. Die myeloiden Den-
dritischen Zellen sind die einzige Untergruppe der DCs die IL-10 sekretieren [87]. Dieses
hat durch seine autokrine Wirkung eine regulatorische Bedeutung in der Selbstkontrolle
[20]. Vermutlich kann nur durch diesen Prozess gewa¨hrleistet werden, dass es nicht zu
einer kontinuierlichen Aktivierung des Immunsystems kommt.
IL-10 defiziente Ma¨use (IL10-/-) entwickeln eine mit der humanen IBD (Inflammatory Bowel
Disease) vergleichbare chronische Entzu¨ndung des Darms [104]. Diese Enterokolitis kenn-
zeichnet sich histologisch durch Ulzerationen und Einwanderung einer Vielzahl an Immun-
zellen, begleitet von einer Hyperplasie des Epithels [105]. Es gibt viele Indizien dafu¨r, dass
neben Umweltfaktoren die endogene Darmflora bei der Etablierung einer Enterokolitis eine
entscheidende Rolle spielt. So bildet sie sich zumeist am Ileum, Caecum und Kolon aus,
wo die Bakteriendichte am ho¨chsten ist [120]. Keimfreie IL10-/- Ma¨use entwickeln keiner-
lei Anzeichen einer IBD. Verglichen mit konventionell gehaltenen IL10-/- Tieren etablieren
sie unter spezifisch Pathogen-freien (SPF) Haltungsbedingungen eine schwa¨cher ausge-
pra¨gte Enterokolitis mit verzo¨gertem Ausbruch [105]. ¨Uber Kolonisierung mit bestimmten
Bakterienspezies, wie z.B. Helicobacter hepaticus, kann die Ausbildung einer Kolitis in SPF-
Ma¨usen beschleunigt werden [108]. Die Besiedlung von keimfreien IL10-/- Ma¨usen mit aus-
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gewa¨hlten endogenen Bakterien fu¨hrt ebenfalls zur Ausbildung einer Kolitis, unabha¨ngig
vom Zeitpunkt der Assoziierung [193]. Als Hypothese fu¨r die Entstehung der Enterokolitis
wird eine dysregulierte Th1 Immunantwort gegen die luminale Darmflora angefu¨hrt. Die
Analyse von Mausmutanten mit gezieltem knock-out von IL-10 nur in T-Zellen zeigte, dass
diese Hauptproduzenten von IL-10 wa¨hrend einer Kolitis sind [169]. Außerdem konnten
Karrasch et al. eine entscheidende Rolle des u¨ber TLR aktivierten NFkB Signalsweges
nachweisen [94] [93] [173].
3.4 Zielsetzung der Arbeit
Ein detailliertes Versta¨ndnis fu¨r den Ablauf einer Infektion und der Interaktion zwischen
dem betroffenen Wirt und dem Erreger ist notwendig, um diese Infektionen beka¨mpfen zu
ko¨nnen. Das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 spielt eine wichtige Rolle wa¨hrend der
adaptiven Immunita¨t, um die Etablierung einer chronischen Entzu¨ndung gegenu¨ber den re-
sidenten Mikroorganismen des Darms zu verhindern. In diesem Prozess konnte vor allem
die Bedeutung von T-Zell-produziertem IL-10 nachgewiesen werden. Die Rolle von IL-10
bei der adaptiven Immunantwort ist schon detailliert beschrieben, unklar ist jedoch seine
Funktion fu¨r das angeborene Immunsystem, also in der fru¨hen Unterscheidung zwischen
feindlichen und nu¨tzlichen Bakterien. In dem ersten Teilprojekt sollte deshalb ein Infektions-
modell etabliert werden, um die Rolle von IL-10 bei der fru¨hen angeborenen Immunantwort
im Darm zu untersuchen, sowie die Faktoren zu identifizieren, welche auf der Seite des
Wirts und des Pathogens dabei wesentlich sind. Als Infektionsmodell wurde das Modell-
pathogen Salmonella enterica serovar Typhimurium ausgewa¨hlt, da die Virulenzfaktoren
dieses fakultativ intrazellula¨ren Pathogens bereits detailliert charakterisiert sind und die kli-
nische Bedeutung der Salmonella-Spezies in Salmonellosen und Typhus sehr hoch ist.
Durch das gezielte Ausschalten von Virulenzfaktoren sollten avirulente Formen von Sal-
monella Typhimurium erzeugt werden, um essentielle Faktoren bei der Induktion einer von
IL-10 regulierten Immunantwort identifizieren zu ko¨nnen. Des Weiteren sollten durch ver-
schiedene zelltypspezifische knock-outs von IL-10 bzw. seines Rezeptors die entscheiden-
den Zelltypen wa¨hrend des Prozesses der fru¨hen Immunantwort bestimmt werden.
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Ma¨use, denen das immunsuppressive Zytokin IL-10 fehlt, entwickeln eine chronische Ent-
zu¨ndung des Darms (IBD) in Reaktion auf die residente Darmflora. In einem zelltypspe-
zifischen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass speziell von T-Zellen gebildetes IL-10
fu¨r die adaptive Immunantwort von ausschlaggebender Bedeutung ist [169]. Ebenso spielt
das Erkennen bestimmter bakterieller Faktoren, wie das LPS Gram-negativer Bakterien als
auch Flagellen eine Rolle bei der Induktion einer Kolitis. Sie werden vom Immunsystem
unter anderem u¨ber die Toll-like Rezeptoren 4 (LPS) beziehungsweise 5 (Flagellin) erkannt
[75] [217] [204]. In diesem Projekt sollte die Rolle von IL-10 bei der fru¨hen angeborenen
Immunantwort untersucht werden. Dabei sollte mit Hilfe des Modellpathogens Salmonella
Typhimurium ein Infektionsmodell etabliert werden, um Faktoren zu analysieren, die fu¨r die
Induktion einer angeborenen Immunreaktion im Darm von Bedeutung sind.
4.1 Etablierung eines Salmonella enterica serovar Typhi-
murium Infektionsmodells
Um die Bedeutung von IL-10 untersuchen zu ko¨nnen, wurden IL-10 defiziente Tiere im
C57BL/6J genetischen Hintergrund verwendet. Die am Helmholtz Zentrum gehaltenen Tie-
re sind mit einer definierten Darmflora besiedelt, der sogenannten Charles River Altered
Schaedler Flora (CRASF R©). Dazu geho¨ren 8 Spezies, unter anderem Lactobacillus aci-
dophilus, Bacteroides distasonis und Streptococcus faecalis, jedoch keine Escherichia co-
li-Spezies. Zelltypspezifische knock-outs von IL-10 und dem IL-10 Rezeptor ermo¨glichten
die Analyse u¨ber den Hauptproduzenten und rezipienten des IL-10 Signals wa¨hrend dieses
Prozesses.
Auf der Seite der Bakterien sollte durch gezielte Inaktivierung die Wirkung definierter Sal-
monella-Virulenzfaktoren auf die IL-10 vermittelte fru¨he angeborene Immunantwort unter-
sucht werden.
ERGEBNISSE
4.1.1 Infektionen mit Salmonella Typhimurium
Salmonella Typhimurium ist ein naher Verwandter des hauptsa¨chlich als Kommensalen
vorkommenden E. coli, aber im Gegensatz zu diesem ein typischer Vertreter enterischer
Pathogene. Oral verabreicht induziert Salmonella Typhimurium im Darm einer C57BL/6J-
Maus eine Entzu¨ndungsreaktion, die sich innerhalb von 7 Tagen systemisch verbreitet
und zum Tod fu¨hrt. Eine ∆aroA Mutante von S. Typhimurium (Defekt in der Chorismat
Biosynthese) [80] fu¨hrt auch bei einer ho¨heren Infektionsdosis lediglich zu einer transi-
enten, selbst-limitierenden Infektion ohne klinische Symptome, welche praktisch auf den
Darm begrenzt bleibt. Die fru¨he Immunreaktion entspricht der einer Wildtyp-Salmonella
Typhimurium-Infektion [70].
Wird zusa¨tzlich zu der ∆aroA Mutation das asd-Gen ausgeschaltet, lysieren die Zellen
wa¨hrend des na¨chsten Teilungsprozesses, da sie nicht in der Lage sind, eine Zellwand zu
bilden. In vitro kann der Genverlust durch Zugabe von Diaminopimelinsa¨ure (DAP) ins Me-
dium komplementiert werden (Abb. 4.1). Im Darm jedoch ist kein DAP verfu¨gbar, deshalb
u¨berleben die Bakterien dort nur wenige Stunden. Diese Mutante war die Grundlage fu¨r
weitere Salmonellenmutanten, die generiert wurden, um fu¨r die Einleitung einer Immunre-
aktion relevante bakterielle Faktoren zu finden.
Abbildung 4.1: Zellwandaufbau Gram-negativer Bakterien und Wachstumskurve von SL1344
∆aroA ∆asd ± DAP.(A) Aufbau der Zellwand von Gram-negativen Bakterien. DAP (Diaminopi-
melinsa¨ure) ist ein wichtiger Bestandteil der Zellwand. Das Gen asd kodiert fu¨r eine Aspartat-
Semialdehyd-Dehydrogenase, welche fu¨r die Herstellung von DAP beno¨tigt wird. (B) Die Wachs-
tumskurve von SL1344 ∆aroA ∆asd zeigt, dass die Bakterien ohne eine Zellwand absterben, die
Zugabe von DAP komplementiert den Verlust des vom asd-Gen kodierten Proteins.
Diese Mutante sowie deren Derivate wurden IL-10 defizienten Ma¨usen und Wildtypma¨usen
intragastrisch appliziert (5x1010 KBE). Fu¨r die Analyse der fru¨hen Immunantwort wurden
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die Tiere zumeist einen Tag nach der Infektion (d1 p.i.) geto¨tet und die Entwicklung einer
Entzu¨ndungsreaktion in den PP des Du¨nndarms untersucht.
4.1.2 Entzu¨ndungsmarker und Versuchsaufbau
Um die Zellpopulationen zu charakterisieren, die wa¨hrend einer fru¨hen Entzu¨ndungsreak-
tion gegen Salmonella in die PP einwanderten, wurden durchflusszytometrische (FACS)
Analysen mittels FACSCalibur durchgefu¨hrt. Der erste Schritt einer Immunreaktion ist die
Rekrutierung polymorphkerniger Granulozyten (PMN, CD11bhi, Ly6Ghi, Ly6Cme) und mobi-
ler Makrophagen (CD11bhi, Ly6Glow, Ly6Chi). Der Influx an PMN diente somit als Indikator
fu¨r die Initiierung einer fru¨hen Immunantwort des Wirtes in Reaktion auf die Infektion.
Abbildung 4.2: Durchflusszytometrische Analysen der Zellpopulationen in den PP. Im FACS
wurden die Zellen (Antiko¨rperfa¨rbung siehe Material und Methoden) als erstes hinsichtlich ihrer
Gro¨ße und Granularita¨t (SSC und FSC) analysiert, wobei Zelltru¨mmer durch ihre geringe Gro¨ße
und niedrige Granularita¨t ausgeschlossen werden konnten (A). Die verbliebenen Zellen wurden auf
CD11bhi eingegrenzt (B). Letztlich konnten aus dieser Population die Ly6Ghi (PMN) und Ly6Chi
(Makrophagen) Zellen bestimmt (C) und deren prozentualer Anteil an den Gesamtzellen ermittelt
werden.
Anhand der aus den FACS-Daten ermittelten prozentualen Anteile der PMN und der Be-
stimmung der Gesamtzellzahl mittels Neubauerza¨hlkammer, konnte die absolute Zahl an
PMN errechnet werden. Die Infiltrationsrate (Influx) ergab sich aus dem Quotienten der
PMN-Zahl infizierter Ma¨use und dem Mittelwert der uninfizierten Kontrolltiere (naiv).
Fu¨r immunhistochemische Analysen wurde die Ha¨lfte der PP fu¨r Kryotomschnitte einge-
bettet, anschließend mit Antiko¨rpern gegen Salmonellen-LPS und Ly6G (PMN) gefa¨rbt und
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.
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Die Abb. 4.3 zeigt eine ¨Ubersicht des Versuchsaufbaus.
Abbildung 4.3: Experimenteller Aufbau des Salmonella Typhimurium Infektionsmodells. IL-
10 defiziente (IL10-/-) und IL-10 Rezeptor defiziente (IL10R-/-) weibliche Ma¨use im Alter von 8 -12
Wo. wurden oral mit 5x1010 KBE von verschiedenen Mutanten von Salmonella Typhimurium SL1344
infiziert. An Tag 1 nach der Infektion (d1 p.i.) wurden die PP des Du¨nndarms isoliert und eine Zell-
suspension (Methoden Teil 1) hergestellt. Die Infiltration durch Entzu¨ndungszellen der PP wurde
mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Teilweise wurden die PP fu¨r Kryotomschnitte eingebettet und
nach Fa¨rbung mit spezifischen Antiko¨rpern gegen Salmonellen-LPS und Ly6G (PMN) fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht.
4.1.3 Validierung des Infektionsmodells
Um zu u¨berpru¨fen, ob dieses Modell fu¨r die Untersuchung der IL-10 regulierten fru¨hen
Immunantwort geeignet ist, wurde IL-10 defizienten Ma¨usen sowie C57BL/6J Kontrolltieren
eine hohe Dosis an SL1344 ∆aroA ∆asd (5x1010 KBE) intragastrisch appliziert. An Tag 1
nach der Infektion wurde der Neutrophileninflux in den PP mittels FACS-Analyse bestimmt.
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Abbildung 4.4: Orale Infektion von C57BL/6J und IL10-/- mit SL1344 ∆aroA ∆asd. C57BL/6J
und IL10-/- Ma¨use wurden oral mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert. Die Bestimmung der Zahl
der PMN mittels FACS erfolgte an d1 p.i.. Sichtbar ist eine signifikante Erho¨hung der PMN-Zahl
in IL10-/- gegenu¨ber den Kontrollen. Das Ergebnis ist repra¨sentativ fu¨r 3 Versuche. ∗ ∗ ∗ P<0,001.
MannWhitney U-Test.
Die Infektion mit schnell sterbenden SL1344 ∆aroA ∆asd fu¨hrte in IL-10 defizienten Tieren
zu einem erho¨hten Influx an Neutrophilen. Durch den Verlust des anti-inflammatorischen
Zytokins scheinen diese Tiere schlechter in der Lage zu sein, eine Entzu¨ndungsreaktion zu
kontrollieren, auch wenn der infektionsauslo¨sende Erreger vernichtet ist.
4.2 Kinetik einer S. Typhimurium ∆aroA ∆asd Infektion in
IL10-/- Ma¨usen
Um die Rolle des Interleukins wa¨hrend der fru¨hen angeborenen Immunantwort in den PP
IL-10 defizienter Ma¨use genauer zu charakterisieren, wurden verschiedene fru¨he Zeitpunk-
te nach der Infektion mit der attenuierten Salmonella Typhimurium-Mutante SL1344 ∆aroA
∆asd analysiert. Drei Stunden (3h), 1 Tag (d1) und 2 Tage (d2) nach der Infektion (p.i.),
sowie von nicht infizierten Tieren (naiv), wurden die PP isoliert und mittels FACS der PMN
Influx bestimmt.
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Abbildung 4.5: Kinetik einer SL1344 ∆aroA ∆asd Infektion von C57BL/6J und IL10-/-.
C57BL/6J und IL10-/- Ma¨use wurden oral mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert. Die Bestim-
mung der Zahl der PMN mittels FACS erfolgte nach 0h (naiv), 3h, d1 und d2. Alle Zeitpunkte sind
signifikant erho¨ht gegenu¨ber uninfizierten Kontrollen. Das Ergebnis ist repra¨sentativ fu¨r 3 Versuche.
∗∗ P<0,005, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
Die Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd fu¨hrte in den IL10-/- Tieren nach 3h zu einem Anstieg
der Zahl der PMN, der dem in C57BL/6J Kontrolltieren glich. Wa¨hrend in den C57BL/6J
Wildtypma¨usen die Entzu¨ndungsreaktion anschließend wieder herunterreguliert wurde, so
dass die Zahl an PMN an Tag 1 niedriger war als nach 3h und an Tag 2 nahezu auf dem
Niveau der uninfizierten Tiere, zeigten die IL10-/- Ma¨use eine weitere signifikante Zunahme
an PMN an Tag 1, die ungefa¨hr 15 mal ho¨her war als bei naiven Tieren. Erst an Tag 2 nahm
die Zahl an PMN langsam ab. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass IL-10 wa¨hrend der
fru¨hen Immunantwort die Entzu¨ndungsreaktion begrenzt.
Immunhistochemische Analysen der PP von IL10-/- Tieren zeigten, dass 3h p.i. PMN und
Salmonellen im Domareal der PP lokalisiert waren. Bis d1 p.i. kam es zu einer massiven
PMN-Infiltration in den Interfollikula¨ren Regionen (IFR). Zu diesem Zeitpunkt konnten we-
der in der Domregion noch in den IFR Salmonellen immunhistochemisch nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse sind in ¨Ubereinstimmung mit Keimzahlbestimmungen [210].
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Abbildung 4.6: Lokalisation von SL1344 ∆aroA ∆asd (Gelb) und PMN (Cyan) in PP von IL10-
/- nach 3h (A) und d1 p.i. (B). Antiko¨rperfa¨rbung von 8µm dicken Kryotomschnitten von 5x1010
SL1344 ∆aroA ∆asd infizierten IL10-/- mit Anti-Salmonella-LPS und Ly6G (PMN). (A) 3h p.i. waren
nur wenige PMN im Dom des PP erkennbar. (B) d1 p.i. waren keine Salmonellen detektierbar, aber
eine hohe Zahl an PMN in den interfollikula¨ren Regionen des PP. IFR: Interfollikula¨re Region.
21
ERGEBNISSE
Das Modell zeigte, dass fu¨r die Begrenzung einer Entzu¨ndungsreaktion nach der Induktion
IL-10 entscheidend ist. Somit kann es fu¨r die Untersuchung bakterieller und wirtszellspezi-
fischer Faktoren, die fu¨r IL-10 regulierte Prozesse der Entzu¨ndungshemmung von Bedeu-
tung sind, genutzt werden. Die Analyse der Neutrophilenzahl in den PP erfolgte dabei an
Tag 1 nach oraler Infektion, dem Zeitpunkt an dem der maximale Unterschied zwischen
IL10-/- und Wildtyptieren gezeigt wurde.
4.3 Bakterielle Faktoren, die eine starke durch IL-10 regu-
lierte angeborene Immunantwort auslo¨sen
Das hier etablierte Infektionsmodell sollte verwendet werden, um bakterielle Faktoren zu
identifizieren, die eine IL-10 abha¨ngige Entzu¨ndungsreaktion auslo¨sen. Dazu wurde zu-
na¨chst die Reaktion auf eine Infektion mit einer hohen Dosis eines Kommensalen unter-
sucht. Die hohe Infektionsdosis bewirkt, dass auch dieser in die PP gelangt. Im Gegensatz
zu einem virulenten Pathogen ist er jedoch nicht fa¨hig zu kolonisieren. Den residenten
Darmbakterien fehlen die dafu¨r notwendigen Virulenzfaktoren. Jedoch gibt es auch einige
Gemeinsamkeiten zwischen den Gram-negativen Darmbakterien und einem Pathogen, wie
Salmonella. Das sind einige Oberfla¨chenstrukturen, wie z.B. das LPS und Flagellen. Um
die Rolle einiger dieser Faktoren na¨her zu charakterisieren, wurden Mutanten im Hinter-
grund von SL1344 ∆aroA ∆asd generiert, welche spezifische Deletionen in ausgewa¨hlten
Genen tragen.
4.3.1 Infektion von IL10-/- mit dem Probiotikum E. coli Nissle 1917
(EcN)
Salmonellen sind sehr nah verwandt mit E. coli. Die wichtigsten Unterscheidungsmerkmale
sind die Virulenzfaktoren, welche im Vergleich nur die Salmonellen besitzen und sie somit
zu einem Pathogen machen.
E. coli Nissle 1917 (EcN) ist ein probiotischer E. coli, der kommerziell unter dem Namen
Mutaflor R©erha¨ltlich ist und sowohl prophylaktisch als auch zur Behandlung von gastroin-
testinalen Beschwerden, protrahierter Diarrho¨ oder chronischen Darmerkrankungen ange-
wandt wird [102]. Als Gram-negativer Kommensale besitzt E. coli Oberfla¨chenmoleku¨le wie
LPS, die von den Toll-like Rezeptoren erkannt werden, aber trotzdem wird dieses Bakteri-
um wie auch andere Kommensale im Darm toleriert. Eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r wa¨re,
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dass diese Bakterien im Gegensatz zu den Pathogenen anti-inflammatorische Faktoren in-
duzieren. Mit dem hier entwickelten Infektionsmodell sollte untersucht werden, ob IL-10 -
als immunsuppressives Zytokin - dabei eine entscheidende Rolle spielt.
Abbildung 4.7: Infektion von IL10-/- mit EcN und SL1344 ∆aroA ∆asd als Kontrolle. PMN-
Infiltration in PP von IL10-/- und C57BL/6J-Tieren an d1 nach Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA
∆asd, oder 5x1010 E. coli Nissle 1917 (EcN). EcN zeigt nach der Infektion in IL10-/- keinen mit
SL1344 ∆aroA ∆asd in IL10-/-vergleichbaren PMN Influx. Ergebnisse aus 3 Versuchen zusammen-
gefasst. ∗ ∗ ∗ P<0,001, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
Wie schon Yvonne Willer [210] zeigen konnte, lo¨st EcN auch in Wildtypma¨usen einen vier-
fach erho¨hten Influx an PMN aus, wenn auch nicht so stark wie der Kontrollsalmonellen-
stamm (7x). Dies widerspricht der allgemeinen Erwartung, dass Kommensale und insbe-
sondere probiotische Bakterien keine Immunreaktion im Wirt auslo¨sen sollten. Wichtig ist
jedoch, dass EcN nicht in der Lage war, in IL10-/- eine im Vergleich zu den C57BL/6J-
Kontrollen erho¨hte Infiltration von PMN zu bewirken. Faktoren, die Salmonella von E. coli
unterscheiden, ko¨nnten bei der von IL-10 regulierten Entzu¨ndungsreaktion eine Rolle spie-
len.
4.3.2 Infektion von IL10-/- mit SL1344 ∆aroA ∆asd, die zuvor mit Form-
aldehyd bzw. Gentamycin behandelt wurden.
Die vorherigen Ergebnisse zeigten, dass mo¨glicherweise von den Salmonellen produzierte
Virulenzfaktoren fu¨r das Auslo¨sen der Immunantwort verantwortlich sind. Um diese Hypo-
these zu testen wurden die Salmonellen fu¨r eine Stunde mit 2% Formaldehyd fixiert und
dadurch abgeto¨tet. Eine alternative Behandlung mit Gentamycin hatte zur Folge, dass die
Bakterien zwar noch lebten, aber sich durch eine inhibierte Proteinsynthese nicht mehr
vermehren konnten.
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Abbildung 4.8: PMN Influx von IL10-/- und C57BL/6J infiziert mit SL1344 ∆aroA ∆asd: un-
behandelt, mit Gentamycin (500µg/ml, 2h) oder Formalin (2%, 2h auf Eis) behandelt. FACS-
Analyse der PP an d1 p.i.. Im Gegensatz zu den mit Formalin abgeto¨teten Bakterien, konnten die mit
Gentamycin behandelten, eine signifikant erho¨hte Immunreaktion auslo¨sen, jedoch nicht vergleich-
bar mit dem unbehandelten Stamm. Ergebnisse aus 2 Versuchen. ∗∗ P<0,005, n.s.: nicht signifikant.
MannWhitney U-Test.
Die mit Gentamycin behandelten Salmonellen waren in der Lage einen IL-10 abha¨ngigen
signifikanten Influx von PMN in die PP an d1 p.i. zu bewirken. Im Vergleich zu den unbehan-
delten Salmonellen ist dieser jedoch verringert. Die durch Formaldehyd abgeto¨teten Bakte-
rien konnten in IL10-/- keinen erho¨hten PMN-Influx auslo¨sen. Aktive Salmonellen sind also
mo¨glicherweise notwendig, um eine Entzu¨ndungsreaktion auszulo¨sen, die anschließend
von IL-10 begrenzt wird.
Unter verschiedenen Salmonella- spezifischen Aktivita¨ten gibt es mehrere Kandidaten:
(A) Im Genom von Salmonella gibt es 2 Abschnitte die eine Vielzahl an Genen enthal-
ten, welche fu¨r die Virulenz wichtig sind und dementsprechend als Salmonella Pathoge-
nita¨tsinseln (SPI-1 und SPI-2) bezeichnet werden. Beide Gruppen kodieren fu¨r strukturell
a¨hnliche T3SS, welche fu¨r die Sekretion von Effektorproteinen in die Wirtszelle essentiell
sind. Wa¨hrend die Genprodukte von SPI-1 hauptsa¨chlich fu¨r die Invasion in Wirtszellen un-
abdingbar sind, werden die Proteine, die von SPI-2 kodiert werden, zum gro¨ßten Teil fu¨r
das ¨Uberleben in Makrophagen beno¨tigt.
(B) PhoP ist Teil des Zweikomponentenregulationssystems PhoP/Q, welches auf eine
Mg2+-limitierte Umgebung reagiert und die Expression von mehr als 40 Genen kontrolliert.
Diese Gene werden fu¨r das ¨Uberleben der Salmonellen in den Makrophagen, die Modifika-
tion des LPS und die Resistenz gegenu¨ber antimikrobiellen Peptiden beno¨tigt [152].
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(C) Eine mo¨gliche Rolle bei der Aktivierung einer Immunantwort im Darm wurde fu¨r Fla-
gellin von Salmonella Typhimurium beschrieben [216]. Der ∆flhD-Mutante fehlt das Haupt-
regulon fu¨r die Expression von Genen, die verantwortlich fu¨r den Basalko¨rper und die Fla-
gellenfilamente des Flagellenapparats sind [217] [99].
Um die Bedeutung dieser Faktoren bei der Initiierung der angeborenen IL-10 abha¨ngigen
Immunantwort zu untersuchen, wurden definierte Mutanten von SL1344 ∆aroA ∆asd ge-
neriert, denen diese Faktoren fehlen.
4.3.3 Infektion von IL10-/- mit SL1344 ∆aroA ∆asd ∆flhD (Flagellen-
mutante)
Flagellenproteine werden vom Toll-like Rezeptor 5 (TLR 5) erkannt und eine pro-inflamma-
torische Wirkung konnte schon beschrieben werden [216]. Die ∆flhD Mutation resultiert in
dem Verlust des kompletten Flagellenapparats [99].
Eine Infektion von IL10-/- mit dieser Salmonellenmutante sollte zeigen, ob die Flagellenpro-
teine im Fall einer von IL-10 regulierten angeborenen Immunantwort von Bedeutung sind.
Abbildung 4.9: PMN Influx von IL10-/- und C57BL/6J nach Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd
∆flhD. FACS Analyse der PMN Infiltration von IL10-/- und C57BL/6J in PP 1 Tag nach der Infektion
mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd als Kontrolle bzw. SL1344 ∆aroA ∆asd ∆flhD. Ergebnis repra¨sen-
tativ fu¨r 2 unabha¨ngige Versuche. ∗ P<0,05, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
Eine Infektion von IL10-/- mit der Flagellenmutante zeigte eine mit der asd-Mutante ver-
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gleichbare erho¨hte Infiltration an PMN. Demnach spielen die Flagellen bei der Induktion
der Entzu¨ndung keine essentielle Rolle.
4.3.4 Infektion von IL10-/- mit SL1344 ∆phoP ∆invG ∆ssrB
SL1344 ∆phoP ∆invG ∆ssrB ist eine Salmonellenmutante, der die meisten wichtigen Vi-
rulenzfaktoren fehlen. InvG ist Teil des SPI-1 T3SS [123] [97]. ¨Uber diesen nadela¨hnlichen
Apparat injizieren die Salmonellen ihre Effektorproteine in die Wirtszelle, welche fu¨r die In-
vasion beno¨tigt werden [103]. Die Invasion in die PP ist aber bei der verwendeten hohen
Infektionsdosis von 5x1010 KBE nicht beeintra¨chtigt [210]. SsrB ist ebenfalls Teil eines Zwei-
komponentenregulationssystems (SsrA/B), liegt jedoch innerhalb von SPI-2 und wird fu¨r die
Expression der SPI-2 Gene beno¨tigt. Die Induktion der Expression dieser Gene erfolgt in
intrazellula¨rer Umgebung und ist Vorraussetzung fu¨r die Replikation in Makrophagen, sowie
fu¨r die systemische Infektion in Ma¨usen.
Abbildung 4.10: PMN Influx in PP von IL10-/- und C57BL/6J nach Infektion mit SL1344 ∆phoP
∆invG ∆ssrB. Infektion von IL10-/- und C57BL/6J mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd (Kontrolle) und
5x1010 SL1344 ∆phoP ∆invG ∆ssrB ; PMN Infiltration in PP an d1 p.i. Ergebnis repra¨sentativ fu¨r 3
Versuche. ∗ ∗ ∗ P<0,001, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
Die Salmonellenmutante, der diese Virulenzfaktoren fehlen, konnte in IL10-/- Tieren im Ver-
gleich zu C57BL/6J keine erho¨hte PMN Infiltration auslo¨sen. Da die Mutante aber auch
in C57BL/6J eine leichte initiale Entzu¨ndungsreaktion zeigte, entsprechend dem Kontroll-
stamm in C57BL/6J, kann ausgeschlossen werden, dass die Mutante nicht in der Lage war
in die PP einzudringen und aus diesem Grund keine versta¨rkte Immunreaktion auslo¨ste.
Um zu untersuchen, welche der fehlenden Virulenzfaktoren fu¨r die IL-10 regulierte, ange-
borene Immunantwort verantwortlich sind, wurden die drei Mutationen der Dreifachmutante
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(∆phoP, ∆invG, ∆ssrB) separat in den Salmonellenkontrollstamm SL1344 ∆aroA ∆asd ein-
gebracht.
4.3.5 Infektion von IL10-/- mit SL1344 ∆aroA ∆asd ∆phoP, SL1344
∆aroA ∆asd ∆invG, SL1344 ∆aroA ∆asd ∆ssrB
Die drei generierten attenuierten Mutanten zeigen unterschiedliche Defekte in fu¨r die Vi-
rulenz der Salmonellen wichtigen Kontrollgenen. Die PMN Infiltration in den PP als Folge
einer oralen Infektion mit diesen Mutanten wurde mittels Durchflusszytometrie einen Tag
nach der Infektion bestimmt.
Abbildung 4.11: PMN Influx von IL10-/- nach oraler Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd,
5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd ∆phoP, 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd ∆invG, 5x1010 SL1344 ∆aroA
∆asd ∆ssrB. FACS Analyse der PMN Infiltration in den PP an d1 p.i. zeigte nur bei SL1344 ∆aroA
∆asd ∆invG keine mit der Kontrolle (SL1344 ∆aroA ∆asd) vergleichbare Entzu¨ndungsreaktion. Er-
gebnisse aus je 2 Versuchen zusammengefasst. ∗ P<0,05, ∗∗ P<0,005, n.s.: nicht signifikant. Mann-
Whitney U-Test.
SL1344 ∆aroA ∆asd ∆phoP bewirkte in IL10-/- ebenso eine signifikante Erho¨hung in der
PMN Infiltration wie der Parentalstamm SL1344 ∆aroA ∆asd. ¨Ahnliches wurde fu¨r SL1344
∆aroA ∆asd ∆ssrB beobachtet. Demnach spielen die von PhoP kontrollierten Gene und
die SPI-2 Effektoren keine Rolle fu¨r die IL-10 regulierte Immunantwort. Dagegen konnte
die Mutante, der zusa¨tzlich invG und somit das SPI-1 T3SS fehlt, keine signifikante PMN
Erho¨hung in den PP von IL10-/- induzieren. Als Baustein des SPI-1 Sekretionsapparates ist
InvG essentiell fu¨r deren Funktion. Diese Mutante kann keine Effektorproteine mehr u¨ber
das SPI-1 T3SS sekretieren. Welche der sekretierten Effektorproteine fu¨r die Induktion der
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Entzu¨ndung verantwortlich sind, sollte durch weitere Salmonellenmutanten gekla¨rt werden,
denen bestimmte dieser Effektoren fehlen.
4.3.6 Infektion von IL10-/- mit SL1344 ∆aroA ∆asd ∆sipB
Im vorhergehenden Experiment konnten die SPI-1 Effektorproteine als essentielle Fakto-
ren zur Induktion der fru¨hen IL-10 abha¨ngigen Immunantwort identifiziert werden. ¨Uber den
SPI-1 Sekretionsapparat werden 13 Proteine sekretiert [52], welche fu¨r die Invasion u¨ber
die Epithelzellen des Wirtes von Bedeutung sind oder direkt zur Rekrutierung von PMN
bzw. entzu¨ndungsvermittelten Zellen fu¨hrt. Auch wenn die Salmonellen im murinen Infek-
tionsmodell hauptsa¨chlich u¨ber die M-Zellen in die PP gelangen, spielen diese Proteine
offenbar trotzdem noch eine wichtige Rolle bei der Entzu¨ndungsreaktion. SipB ist ein in-
teressanter Kandidat hierfu¨r. Es ist ein Homolog zu IpaB von Shigella und beide werden
sowohl fu¨r die Internalisierung in die Wirtszellen als auch fu¨r das Auslo¨sen der Apoptose
in Makrophagen beno¨tigt. Dabei wird Caspase-1 aktiviert, welche fu¨r die Sezernierung der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18 zusta¨ndig ist. SipB ist außerdem fu¨r die
Translokation der anderen Effektoren von Salmonella essentiell [99].
Es wurde hier eine Mutante SL1344 ∆aroA ∆asd ∆sipB generiert und anschließend IL-10
defizienten Ma¨usen oral appliziert.
Abbildung 4.12: PMN Influx von IL10-/- Ma¨usen nach Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd
(Kontrolle), 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd ∆sipB. Die durchflusszytometrische Analyse der PP an
d1 p.i. zeigte keinen erho¨hten Influx von PMN nach Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd ∆sipB. Er-
gebnis repra¨sentativ fu¨r 2 unabha¨ngige Versuche. ∗ P<0,05, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney
U-Test.
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Die Infektion mit der ∆sipB Mutante zeigte, dass durch den Verlust dieses Effektors kei-
ne erho¨hte Immunreaktion in IL10-/- mehr ausgelo¨st werden konnte und SipB demnach
von entscheidender Bedeutung wa¨hrend dieses Prozesses der fru¨hen Immunantwort sein
muss.
Diese Ergebnisse zeigen, dass SPI-1 Virulenzgene die IL-10 regulierte Entzu¨ndungsreakti-
on stark beeinflussen. Das hier etablierte Infektionssystem ermo¨glichte es damit bakterielle
Faktoren zu finden die fu¨r die Ausbildung einer Entzu¨ndungsreaktion von entscheidender
Bedeutung sind. Ferner erlaubt die Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd wichtige Faktoren auf
der Seite des Wirts zu analysieren, sowie die Zelltypen die bei dem Prozess entscheidend
sind. In den folgenden Abschnitten wurden zelltypspezifische knock-out Ma¨usen und die
IL-10 Deletion im C3H/HeJ genetischen Hintergrund untersucht.
4.4 IL-10 im C3H/HeJ genetischen Hintergrund
Die IL-10 Mutation hat im C3H/HeJBir genetischen Hintergrund einen sta¨rker ausgepra¨gten
IBD Pha¨notyp als im C57BL/6J Hintergrund. Diese unterschiedliche Empfindlichkeit ließ
sich auf 10 QTLs zuru¨ckfu¨hren (QTL=quantitative trait locus) [41]. Der C3H/HeJ Stamm,
der fu¨r diese Experimente verwendet wurde, tra¨gt eine zusa¨tzliche Mutation im Gen fu¨r
den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4). Dadurch ist dieser Stamm nicht mehr dazu in der Lage
LPS und somit Gram-negative Bakterien zu erkennen. Dieser Versuch wurde unter SPF-
Bedingungen im Zentralen Tierlabor der Medizinischen Hochschule in Hannover durch-
gefu¨hrt. Als Kontrollen dienten IL10-/- Mutanten im C57BL/6J Hintergrund, die unter den-
selben Bedingungen gehalten wurden.
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Abbildung 4.13: Zahl an PMN pro PP in IL10-/- Mutanten im C57BL/6J und C3H/HeJ gene-
tischen Hintergrund nach Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd. C57BL/6J-IL10-/- und C3H/HeJ-
IL10-/- Tiere wurden oral mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert. Als Kontrollen dienten uninfi-
zierte Tiere. Durch die TLR4-Mutation im C3H/HeJ Hintergrund konnte der Salmollenstamm keine
Erho¨hung im PMN Influx hervorrufen. ∗∗ P<0,005, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
Wa¨hrend SL1344 ∆aroA ∆asd in C57BL/6J IL10-/- auch unter diesen SPF-Bedingungen
eine Entzu¨ndungsreaktion auslo¨sen konnte, zeigten die C3H/HeJ-IL10-/- keine vergleich-
bare Immunreaktion. Das Fehlen des TLR4 und somit das Nichterkennen Gram-negativer
Bakterien ist vermutlich dafu¨r verantwortlich, was darauf hinweist das dieser Entzu¨ndungs-
weg u¨ber TLR4 initiiert wird. Das unterstu¨tzt die von Yvonne Willer erzielten Ergebnisse,
das TLR4 essentiell fu¨r die fru¨he Entzu¨ndungsreaktion gegen Salmonellen ist [210] und es
unterstu¨tzt die Ergebnisse von Kolitis-Versuchen, die ebenfalls zeigten, dass diese TLR4
abha¨ngig ist. In diesem Fall ko¨nnten aber ebenso die genetischen Unterschiede zwischen
C57BL/6J und C3H/HeJ eine Ursache dafu¨r sein. Um die Rolle von TLR4 in diesem Pro-
zess zu untersuchen, wa¨re eine IL-10 defiziente Maus mit zusa¨tzlicher Mutation im Gen fu¨r
TLR4 no¨tig.
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4.5 Das IL-10 Netzwerk
IL-10 wird von einer Vielzahl an Zelltypen produziert, darunter Makrophagen, T-Zellen, B-
Zellen, Mastzellen, DCs und Enterozyten. Roers et al. konnten bereits zeigen, dass T-Zellen
der Hauptproduzent von IL-10 sind, der die Induktion einer chronischen Entzu¨ndung des
Kolons verhindert [170]. Der Rezeptor fu¨r IL-10 wird ebenso auf den meisten ha¨matopoe-
tischen Zellen exprimiert, wie Makrophagen, Mastzellen, DCs, T-Zellen und B-Zellen. Mit
Hilfe des Cre-loxP-Systems konnten zelltypspezifische Mutanten von IL-10 und dem IL-10
Rezeptor erzeugt werden, die es ermo¨glichen einzelne Zelltypen und ihre Rolle in diesem
Prozess zu untersuchen. Die folgende Tabelle entha¨lt eine ¨Ubersicht u¨ber die verwendeten
zelltypspezifischen Mausmutanten (detaillierter beschrieben unter Material).
Abku¨rzung der Mauslinien spezifisch fu¨r
CD4-Cre T-Zellen
CD19-Cre B-Zellen
LysM-Cre Makrophagen, Neutrophile
Als Kontroltiere wurden hierfu¨r Cre-negative Geschwistertiere verwendet.
4.5.1 Zelltypspezifische IL10-/-: Wer ist der wichtigste IL-10 Produzent
wa¨hrend der fru¨hen Immunantwort?
Als erstes sollte der Hauptproduzent von IL-10 wa¨hrend der fru¨hen Immunantwort auf Sal-
monellen identifiziert werden. Fu¨r diese Versuche standen T-Zellspezifische und Makro-
phagenspezifische IL-10 knock-out-Mausmutanten zur Verfu¨gung. Jene Ma¨use wurden mit
SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert und an d1 p.i. auf eine Entzu¨ndungsreaktion hin untersucht.
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Abbildung 4.14: Zahl an PMN pro PP in T-Zellspezifischen und Makrophagenspezifischen
IL10-/- nach Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd. T-Zellspezifische und Makrophagenspezifische
IL10-/- wurden oral mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert. Als Kontrollen dienten Cre-negative
Geschwistertiere. IL10-/- und C57BL/6J galten als Kontrollen fu¨r die Infektion. Keine der beiden
zelltypspezifischen Mutanten zeigte eine Erho¨hung im PMN Influx. Das Ergebnis ist repra¨sentativ
fu¨r 3 Versuche. ∗ ∗ ∗ P<0,001, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
In den beiden zelltypspezifischen IL-10 knock-outs fu¨hrte eine Infektion mit SL1344 ∆aroA
∆asd nicht zu einer Entzu¨ndungsreaktion, wie sie in den IL10-/- Tieren beobachtet werden
konnte. In der angeborenen Immunreaktion sind weder T-Zellen noch Makrophagen und
Neutrophile die alleinigen Hauptproduzenten des zur Kontrolle der Entzu¨ndung beno¨tigten
IL-10.
4.5.2 Zelltypspezifische IL10R-/-: Wer ist der wichtigste Rezipient des
IL-10 Signals wa¨hrend der fru¨hen Immunantwort?
Im na¨chsten Abschnitt sollten zelltypspezifische knock-outs des IL-10 Rezeptors analysiert
werden, um relevante Zelltypen fu¨r die Aufnahme und Weiterleitung des IL-10 Signals zu
identifizieren. Zuvor musste jedoch der Pha¨notyp des IL-10 Rezeptor-Komplett-knock-outs
u¨berpru¨ft werden.
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Die Tiere wurden mit dem Kontrollsalmonellenstamm (SL1344 ∆aroA ∆asd) oral infiziert
und die Immunantwort in den PP an d1 p.i. analysiert.
Abbildung 4.15: Vergleich der PMN Infiltration von IL10-/- und IL10R-/- nach Infektion mit
SL1344 ∆aroA ∆asd. Der PMN Influx in den PP an Tag 1 nach Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA
∆asd war in den IL10R-/- vergleichbar mit dem in den IL10-/-. Als Kontrollen dienten IL10R+/- und
C57BL/6J. Das Ergebnis ist repra¨sentativ fu¨r 2 Versuche. ∗ P<0,05, ∗∗ P<0,005. MannWhitney U-
Test.
Mit SL1344 ∆aroA ∆asd infizierte IL-10 Rezeptor defiziente Ma¨use induzierten ebenso eine
signifikante Erho¨hung der PMN Zahl in den PP an d1 p.i., wie bei IL10-/-. Ob IL-10 fehlt oder
durch Verlust des IL-10 Rezeptors nicht mehr erkannt werden kann, hat also vergleichbare
Auswirkungen auf die Immunantwort gegen Salmonella Typhimurium.
Durch gezieltes Ausschalten des IL-10 Rezeptors in einzelnen Zelltypen konnten nun re-
levante Empfa¨nger des IL-10 Signals wa¨hrend der fru¨hen Immunantwort auf Salmonella
Typhimurium identifiziert werden. Zu diesem Zweck wurden B-Zellspezifische, T-Zellspezi-
fische und Makrophagenspezifische IL-10 Rezeptor knock-out-Ma¨use oral infiziert und die
PMN-Infiltration an d1 p.i. analysiert.
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Abbildung 4.16: Zahl an PMN in B-Zellspezifischen, T-Zellspezifischen und Makrophagen-
spezifischen IL10R-/- Ma¨usen nach Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd. Durchflusszytometrische
Analyse der PP an d1 p.i. nach oraler Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd. Als Kontrollen
dienten Cre-negative Geschwistertiere. Keine der drei zelltypspezifischen Mutanten zeigte eine
Erho¨hung der PMN Infiltration. Die Ergebnisse wurden aus 3 Versuchen zusammengefasst. ∗ ∗ ∗
P<0,001, n.s.: nicht signifikant. MannWhitney U-Test.
Eine Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd fu¨hrte in keinem der 3 zelltypspezifischen knock-
outs zu einer signifikanten Erho¨hung in der Zahl der PMN in den PP des Du¨nndarms.
Demnach ist keiner der 3 Zelltypen in diesem Modell alleine essentiell fu¨r das Empfangen
des IL-10 Signals und dessen Weiterleitung.
Die Rolle von DCs und Enterozyten konnte nicht gekla¨rt werden, da diese konditionalen
Mutanten nicht zur Verfu¨gung standen. Es ist nicht auszuschließen, dass sie eine entschei-
dende Rolle bei der Produktion und Weiterleitung des IL-10 Signals spielen. Um die Rolle
von DCs zu u¨berpru¨fen, wu¨rde sich ein spezifischer IL-10 sowie IL-10R knock-out eignen.
Des Weiteren ko¨nnten auch in vitro Stimulationsversuche mit DCs aus dem Knochenmark
von IL10-/- und IL10R-/- aufschlussreich sein. Ein IL-10 knock-out in allen ha¨matopoeti-
schen Zellen ko¨nnte die Rolle der Enterozyten kla¨ren.
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4.5.3 Analyse von IL4-/-IL10 f l/ f lCD4-Cre und IL12-/-IL10 f l/ f lCD4-Cre:
Rolle von T-Zell-produziertem IL-10 bei einer Th1 oder Th2 do-
minierten Immunantwort.
Fu¨r die adaptive Immunantwort ist allein von T-Zellen produziertes IL-10 ausschlaggebend,
um eine Kolitis zu verhindern. Der T-Zellspezifische IL-10 knock-out zeigte in diesem Modell
der fru¨hen Immunantwort jedoch nur eine leichte Erho¨hung gegenu¨ber den Cre-negativen
Geschwistertieren, die nicht mit IL10-/- vergleichbar war. Es stellte sich nun die Frage, ob
sich bei einem gesto¨rten Gleichgewicht der Th1-Th2-Immunantwort, das T-Zellspezifische
Fehlen von IL-10 negativ auf die Entzu¨ndungsreaktion auswirkt. Dazu wurde zum einen
IL-12 und zum anderen IL-4 deletiert. Der Verlust von IL-12 fu¨hrt zu einer Th2 dominierten
Immunantwort. Das Fehlen von IL-4 dagegen versta¨rkt Th1.
Die Doppelmutanten wurden mit SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert und an d1 p.i. auf eine
Entzu¨ndungsreaktion hin untersucht.
Abbildung 4.17: Zahl an PMN in C57BL/6J, IL10-/-, IL4-/-IL10 f l/ f lCD4-Cre und IL12-/-
IL10 f l/ f lCD4-Cre nach Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd. Durchflusszytometrische Analyse
der PP an d1 p.i. nach oraler Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd. Als Kontrollen dienten
Cre-negative Geschwistertiere. Der zusa¨tzliche Verlust von IL-4, aber nicht IL-12, ruft im T-
Zellspezifischen IL-10 knock-out (IL10 f l/ f lCD4-Cre) eine Entzu¨ndungsreaktion hervor. Ergebnisse
repra¨sentativ fu¨r 2 unabha¨ngige Versuche. ∗ P<0,05, ∗∗ P<0,005, n.s.: nicht signifikant. MannWhit-
ney U-Test.
Nach oraler Infektion mit SL1344 ∆aroA ∆asd war der Verlust von IL-10 allein in T-Zellen
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ausschlaggebend fu¨r eine vermehrte PMN Rekrutierung in IL4-/-, aber nicht in IL12-/-. Bei
einer durch den Verlust von IL-4 in die Th1-Richtung polarisierten Immunreaktion, kann nur
das von T-Zellen produzierte IL-10 diese kontrollieren.
4.6 Rolle von IL-10 bei einer wiederholten Infektion mit
SL1344 ∆aroA ∆asd
In diesem Versuch wurden IL10-/- Tiere u¨ber 3 Wochen, 1 Mal pro Woche mit dem atte-
nuierten Salmonellenstamm SL1344 ∆aroA ∆asd infiziert und einen Tag nach der letzten
Infektion geto¨tet, um die Entwicklung einer Immunreaktion zu u¨berpru¨fen. Eine mehrmali-
ge Infektion sollte in Wildtypma¨usen zu einer verminderten PMN-Infiltration an d1 p.i. nach
der letzten Infektion fu¨hren, verglichen mit einmal infizierten Kontrollen. Die erste Infektion
diente dazu eine Toleranz zu induzieren, die bei erneutem Kontakt zu einer schnelleren und
limitierten Immunreaktion fu¨hrt. Um die Rolle von IL-10 bei der Auspra¨gung von regulatori-
schen T-Zellen zu untersuchen, wurden IL10-/ eingesetzt.
Abbildung 4.18: Versuchsaufbau der viermaligen Infektion. ¨Uber einen Verlauf von 3 Wochen
wurden IL10-/- und C57BL/6J Kontrolltieren viermal infiziert, 1 Mal pro Woche. Einen Tag nach der
letzten Infektion wurden die Ma¨use geto¨tet, die PP isoliert und im FACS analysiert.
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Abbildung 4.19: PMN Influx in PP von IL10-/- und C57BL/6J Ma¨use nach viermaliger Infek-
tion. Einen Tag nach der letzten Infektion mit 5x1010 SL1344 ∆aroA ∆asd wurden die PP isoliert
und im FACS analysiert. Im Vergleich mit einer einmaligen Infektion zeigten die C57BL/6J Ma¨use
nach 4 Infektionen eine signifikante Verringerung in der PMN Infiltration. Die Zahl der PMN zeigte
keinen Unterschied in den IL10-/- nach einmaliger oder viermaliger Infektion. ∗∗ P<0,005, n.s.: nicht
signifikant. MannWhitney U-Test.
Die C57BL/6J Wildtypma¨use zeigten nach wiederholter Infektion eine Reduzierung in der
Immunreaktion, gegenu¨ber einer einmaligen Infektion. Die Immunantwort bei IL10-/- blieb
jedoch unvera¨ndert. Diese Versuche besta¨tigen, dass IL-10 fu¨r die Ausbildung der oralen
Toleranz notwendig ist.
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5. Diskussion
Das Ziel des ersten Teiles dieser Arbeit war es, anhand eines Pathogens ein Infektionsmo-
dell zu entwickeln, um die Rolle des immunsuppressiven Zytokins IL-10 wa¨hrend der fru¨hen
angeborenen Immunantwort gegen Darmbakterien zu untersuchen. Unter Verwendung ver-
schieden stark attenuierter Mutanten (Virulenzdefekte) von Salmonella Typhimurium soll-
ten fu¨r diesen Vorgang essentielle Faktoren auf der Seite des Pathogens u¨berpru¨ft werden.
Zelltyp-spezifische IL-10 knock-outs ermo¨glichten es, die Rolle verschiedener Wirtszellen
bei der fru¨hen Immunantwort gegen Salmonellen zu untersuchen.
Das von einer Vielzahl von Immunzellen wie z.B. T-Zellen, B-Zellen, DCs, Mastzellen, Ma-
krophagen und Enterozyten produzierte Interleukin IL-10 wirkt unter Inhibierung der Ma-
krophagenaktivierung und Antigenpra¨sentation entzu¨ndungshemmend. Ma¨use mit defek-
tem IL-10 (IL10-/-) weisen eine gesto¨rte Darmhomo¨ostase auf und entwickeln ausgelo¨st
durch die residente Darmflora spontane Kolitis. IL10-/- Ma¨use, die keimfrei gehalten wer-
den und interessanterweise auch die in der Tierhaltung des Helmholtz Zentrums (HZI) ge-
haltenen IL10-/- entwickeln dagegen keine spontane Kolitis [61]. Die HZI-Tiere sind mit
einer begrenzten Anzahl definierter Bakterienspezies assoziiert. Zu dieser sogenannten
Schaedler-Flora (CRASF R©= Charles River Altered Schaedler Flora) geho¨rt unter ande-
rem Lactobacillus acidophilus. Jene Spezies hat nachweislich eine probiotische Wirkung
und kann unter Umsta¨nden Schutz vor einer chronischen Infektion bieten [209]. Wichtig zu
erwa¨hnen ist, dass in dieser Darmflora kein E. coli enthalten ist, wie u¨blicherweise unter
SPF-Bedingungen. Bei diesen am HZI gehaltenen Tieren konnte eine Kolitis gezielt nach
Behandlung mit DSS (Dextran Sulfat Sodium) induziert werden [61].
5.1 Entwicklung eines Infektionsmodells
Wa¨hrend sich in Mensch und Rind die Infektion mit Salmonella Typhimurium in einer loka-
len Enterokolitis manifestiert, die sich in der Regel nicht systemisch ausbreitet, entwickeln
Ma¨use diese Form der Enterokolitis nicht. Dort kommt es zu einer systemischen Ausbrei-
tung die typhoidalem Fieber a¨hnelt. Dagegen ist in Wildtypma¨usen die orale Infektion mit
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einer metabolisch attenuierten Form von S.Typhimurium (∆aroA ) gro¨ßtenteils lokal auf den
Darm begrenzt [70] und ermo¨glicht dadurch die Untersuchung einer Entzu¨ndungsreakti-
on im Darm (Salmonellosis). Dieser Stamm hat durch den Verlust des aroA -Gens einen
Defekt in der Chorismat-Biosythese, dem Syntheseweg fu¨r aromatische Aminosa¨uren und
Chinone [60] [189]. Die Folge ist ein transienter selbstlimitierender Infektionsverlauf. Der
zusa¨tzliche Verlust des asd-Gens, dessen Produkt an der Bildung der Zellwand beteiligt ist,
fu¨hrt zur Lyse der Zellen wa¨hrend des Teilungsprozesses. Durch Zugabe von Diaminopi-
melinsa¨ure (DAP) kann der asd-Funktionsverlust in vitro ausgeglichen werden. In vivo steht
den Bakterien jedoch kein DAP mehr zur Verfu¨gung, was zum schnellen Absterben fu¨hrt.
Eine orale Infektion mit einer sehr hohen Infektionsdosis dieser Salmonellenmutante weist
eine im Vergleich mit uninfizierten Tieren signifikante initiale Entzu¨ndungsreaktion 3 Stun-
den nach der Infektion auf. Diese ist gekennzeichnet durch eine Erho¨hung der Neutrophilen
(PMN)-Infiltration in den PP. Durch den schnellen Tod der Bakterien geht das Signal fru¨h
verloren und die Entzu¨ndung wird rasch wieder aufgelo¨st. Diese Mutante, SL1344 ∆aroA
∆asd, ist optimal fu¨r die Analyse der fru¨hen Immunantwort, da sie in vivo nicht replizieren
kann und die Entzu¨ndungsreaktion somit direkt auf den initialen Kontakt zuru¨ckzufu¨hren ist
und nicht durch komplexe Gewebezersto¨rung u¨berlagert wird.
Die IL-10 defizienten Tiere zeigten 3h nach der Infektion eine mit Wildtypma¨usen (C57BL/-
6J) vergleichbare Entzu¨ndungsreaktion. Mittels Immunhistochemie konnten diese PMN im
subepithelialen Domareal der PP in der na¨heren Umgebung der Salmonellen lokalisiert
werden. Nach dem Absterben der Salmonellen begann die Entzu¨ndungsreaktion in den
Wildtypma¨usen abzuklingen. Ohne IL-10 wurden jedoch weitere PMN rekrutiert, die inter-
essanterweise in den interfollikula¨ren Regionen (IFR) der PP akkumulierten. Im Normalfall
kommt es zur Rekrutierung von Neutrophilen u¨ber die HEV (high endothelial venules) in
die interfollikula¨ren Regionen der PP als Antwort auf eine deutlich zunehmende bakterielle
Vermehrung [16]. Infolge der genetischen Defekte ist die verwendete Salmonellenmutante
jedoch nicht lebensfa¨hig. Mo¨glicherweise wandern aktivierte DCs vom Dom in die IFR und
lo¨sen dort die PMN Infiltration aus [184].
Die Ergebnisse manifestieren eine Rolle von IL-10 in der Begrenzung der fru¨hen Ent-
zu¨ndungsreaktion gegen ungefa¨hrliche schnell absterbende Darmbakterien. Die in Wild-
typma¨usen rasch aufgelo¨ste Immunantwort verhindert Scha¨digungen am Gewebe [143].
Denn die aktivierten Makrophagen produzieren IL-1α, IL-18 und Chemokine. Diese locken
erneut Neutrophile und Makrophagen an [76], welche nach Aktivierung mehr pro-inflamma-
torische Zytokine produzieren. Auf diese Weise kommt es zu einer Anha¨ufung von inflamm-
torischen Zellen. Das Zytokin IL-10 begrenzt diese Kettenreaktion.
Nach dem Eindringen der Salmonellen u¨ber die M-Zellen des Follikel-assoziierten Epi-
thels in die PP werden sie von Antigenpra¨sentierenden Zellen, wie Makrophagen und DCs,
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aufgenommen. Wie Yvonne Willer in ihrer Dissertation zeigen konnte, ist fu¨r eine fru¨he
Entzu¨ndungsreaktion nicht das Durchbrechen der Epithelbarriere als solches ausschlagge-
bend, sondern die Ho¨he der bakteriellen Last erreicht durch eine hohen Infektionsdosis avi-
rulenter oder kommensaler Sta¨mme. Auch Kommensale lo¨sen diese initiale Entzu¨ndungs-
reaktion aus. Bei einer hohen Infektionsdosis konnten auch abgeto¨tete Salmonellen und
inerte Latexpartikel in den PP detektiert werden [184]. Durch die an Tag 1 nach der Infek-
tion um ein Vielfaches erho¨hte Immunreaktion in den IL-10 defizienten Ma¨usen stellt dies
einen hervorragenden Hintergrund zur Untersuchung der Relevanz bestimmter bakterieller
und wirtseigener Faktoren in diesem Prozess der fru¨hen Immunantwort dar. Denn auch
attenuierte Mutanten von S.Typhimurium mit Defekten in fu¨r die Invasion in Epithelzellen
beno¨tigen Virulenzgenen, ko¨nnen auf ihr Virulenzpotential hin u¨berpru¨ft werden. Spezielle
sekretierte Chemokine bewirken die selektive Anziehung von Leukozyten, wie PMN, sowie
von Makrophagen, welche dann fu¨r die Vernichtung des infektionsauslo¨senden Erregers
verantwortlich sind. Als Nachweis fu¨r eine eingeleitete Immunreaktion wurde durchflusszy-
tometrisch die Zahl an eingewanderten Neutrophilen bestimmt.
5.2 EcN induziert in IL10-/- eine weniger starke Immunant-
wort als Salmonella
Salmonella ist sehr nah verwandt mit einem typischen Vertreter der residenten Darmflora,
dem gro¨ßtenteils als Kommensalen vorkommenden Bakterium E. coli. Die wichtigsten Un-
terscheidungsmerkmale sind die Virulenzfaktoren von S. Typhimurium sowie eine etwas an-
dere Oberfla¨chenstruktur, (insbesondere LPS) betreffend. Die in dieser Arbeit eingesetzte
hohe Infektionsdosis ermo¨glichte E. coli-Stamm EcN (E. coli Nissle 1917) die Internalisie-
rung in die PP. Der verwendete EcN wird auch als Probiotikum eingesetzt. Entgegen der all-
gemeinen Meinung, dass Probioten eine Toleranz u¨ber die Induktion anti-inflammatorischer
Signalwege auslo¨sen, verursachte die Infektion mit diesem Stamm in den Wildtypma¨usen
eine mit der ∆asd-Mutante von Salmonella vergleichbare, initiale Entzu¨ndungsreaktion. Al-
lerdings kam es bei EcN anders als bei Salmonellen zu keiner erho¨hten Reaktion in IL-10
defizienten Tieren. Offenbar besitzen Salmonellen gegenu¨ber EcN spezifische Faktoren
deren pro-inflammatorische Wirkung nur von IL-10 unterdru¨ckt werden kann. Das EcN in
der Lage ist eine leichte Entzu¨ndungsreaktion in den Wildtypma¨usen auszulo¨sen, la¨ßt sich
vermutlich daduch erkla¨ren, dass die hier vorhandene CRASF R©-Flora der Versuchstiere
keinen E. coli entha¨lt und somit noch keine Toleranz gegen diesen Stamm etabliert werden
konnte.
Wie das Pathogen Salmonella verfu¨gt E. coli u¨ber Oberfla¨chenmoleku¨le, wie LPS und Fla-
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gellen, die von speziellen Toll-like Rezeptoren (TLR4 und TLR5) erkannt werden und auf
diese Weise die Entzu¨ndungsreaktion auslo¨sen. Trotzdem ist der hier verwendete Stamm
EcN nicht in der Lage in den IL-10 defizienten Tieren eine vergleichbare erho¨hte PMN-
Infiltration an Tag 1 nach der Infektion auszulo¨sen. Unterschiede in der Beschaffenheit des
LPS ko¨nnten der Auslo¨ser fu¨r eine Immunantwort gegen das eine aber nicht gegen das
andere Bakterium sein.
5.3 Lebensfa¨hige Salmonellen sind notwendig, um eine
versta¨rkte Entzu¨ndungsreaktion in IL10-/- auszulo¨sen
Im Folgenden wurde untersucht, welche dieser Komponenten fu¨r die IL-10 regulierte Im-
munantwort verantwortlich ist. Die orale Infektion mit abgeto¨teten Salmonellen (Formalin-
fixiert) konnte keine erho¨hte PMN-Infiltration in IL10-/- auslo¨sen. Es ist jedoch nicht aus-
zuschließen, dass die Oberfla¨chenmoleku¨le der Salmonellen Auslo¨ser fu¨r die versta¨rkte
Entzu¨ndungsreaktion sind, da Formalin die Bakterien nicht nur abto¨tet, sondern als Neben-
effekt auch deren Antigene kovalent modifiziert [50]. Werden die Salmonellen dagegen vor
der Applikation mit Gentamycin behandelt, zeigen sie eine im Vergleich zu dem unbehan-
delten Stamm verminderte Influxrate an Neutrophilen. Konfrontiert mit der Entzu¨ndungs-
reaktion in Wildtypma¨usen ist sie jedoch signifikant erho¨ht. Als Aminoglykosidantibiotikum
wirkt sich Gentamycin irreversibel auf die Proteinsynthese aus. Damit behandelte Bakteri-
en sind zwar noch lebensfa¨hig, aber durch die gehemmte Translation ko¨nnen keine neu-
en Proteine mehr hergestellt werden. Die Aktivita¨t der T3SS sollte durch das Antibiotikum
vermutlich nicht beeintra¨chtigt sein. Die beiden Resultate deuten an, dass lebensfa¨hige
Salmonellen notwendig sind, um die von IL-10 regulierte Entzu¨ndungsreaktion auszulo¨sen.
Die Mehrheit der von S. Typhimurium in vitro sekretierten Proteine sind Flagellenproteine
und die u¨ber die T3SS exportierten Virulenzfaktoren [99]. Das inflammatorische Potential
beider Gruppen an Proteinen konnte sowohl in in vitro Studien, als auch in in vivo Modellen
nachgewiesen werden [86] [190]. Um deren Effektivita¨t bei der IL-10 regulierten angebo-
renen Immunantwort zu untersuchen, wurden spezifische Mutanten des ∆asd-Stamms im
IL-10 basierten Infektionsmodell eingesetzt. Die orale Infektion mit einem Stamm dem das
Hauptregulon fu¨r die Expression aller Flagellengene fehlt (FlhD), induzierte in IL10-/- ei-
ne quantitativ gleichwertige PMN Infiltration, wie der Parentalstamm. Die Flagellen stellen
zwar einen potenten Induktor einer fru¨hen Entzu¨ndungsreaktion dar, jedoch ist das Zytokin
IL-10 in diesem Prozess nicht von Bedeutung.
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5.4 Eingrenzung der entzu¨ndungsauslo¨senden Faktoren
auf SPI-1 Effektoren
Mit einer Dreifachmutante (∆invG, ∆ssrB und ∆phoP) von S. Typhimurium, der praktisch
alle wichtigen Virulenzfaktoren fehlen, sollte deren Einfluss analysiert werden. Im Genom
von Salmonella gibt es 5 Kluster (SPI = Salmonella Pathogenita¨tsinseln) an Genen mit
bestimmtem Funktionen fu¨r die Virulenz. Die beiden wichtigsten, SPI-1 (invG) und SPI-2
(ssrB), kodieren fu¨r T3SS und die daru¨ber sekretierten Effektoren, welche fu¨r das Durch-
brechen der epithelialen Barriere (SPI-1) und das intrazellula¨re ¨Uberleben der Salmonellen
(SPI-2) notwendig sind. Die Expression dieser Gene wird zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten induziert. PhoP als Teil eines Zweikomponentenregulationssystems kontrolliert die Ex-
pression einer Vielzahl weiterer Gene, deren Aufgaben neben Schutz vor antimikrobiellen
Faktoren [66], auch in der LPS- und OMPs- (Outer Membrane Proteins) Modulation lie-
gen, eine Funktion, die fu¨r die Salmonellenpathogenese essentiell ist. Seine Aktivita¨t wird
u¨ber das Mg2+-sensitive PhoQ reguliert [113] [15]. Die orale Infektion mit dieser stark at-
tenuierten Mutante von Wildtyp- und IL10-/- Ma¨usen deutete eine wesentliche Rolle einer
oder mehrere dieser Virulenzfaktoren fu¨r die IL-10 abha¨ngige Entzu¨ndungsreaktion an. Mit
Einzelmutanten im ∆aroA -∆asd-Hintergrund konnten die PhoP gesteuerten Gene ausge-
schlossen werden. Bezu¨glich der beiden T3SS zeigten nur die SPI-1 sekretierten Effektoren
in Bezug auf IL-10 differentielle Effekte. Ebenso wie die u¨ber PhoP/Q kontrollierten Gene
konnten die SPI-2 Proteine ausgegrenzt werden. Die Funktion von SPI-2 bei der Koloni-
sierung der PP und beim intrazellula¨ren ¨Uberleben in Makrophagen ist unerla¨sslich fu¨r die
systemische Verbreitung. In der fru¨hen Infektionsphase jedoch spielen die SPI-Effektoren
offenbar eine eher untergeordnete Rolle und sind kein effektiver Induktor fu¨r die IL-10 ver-
mittelte Drosselung der Immunantwort [72] [38].
Die SPI-1 Virulenzfaktoren ko¨nnen direkt PMN-Infiltration induzieren und sind vor allem bei
der Invasion der Salmonellen in die Wirtszellen von Bedeutung. Deshalb werden sie zu ei-
nem sehr fru¨hen Zeitpunkt wa¨hrend der Infektion produziert und sezerniert. Auch wenn in
Rindermodellen gezeigt werden konnte, das durch eine Mutation in invH (kein intakter SPI-
1-T3SS, wie bei ∆invG) die Salmonellen nicht in die PP und das Epithel eindringen ko¨nnen
und somit eine Induktion der PMN-Rekrutierung verhindern [207] [2], zeigten doch andere
Studien, dass die Invasionsgene nicht zwingend notwendig sind, um die epitheliale Barriere
zu u¨berwinden [139]. In dem hier entwickelten Modell ermo¨glicht die hohe Infektionsdosis
die Penetration der Bakterien in die PP. Denn obwohl Martinoli et al. zeigten, dass die SPI-1
sekretierten Effektoren fu¨r die Invasion in die PP notwendig sind [124], konnte doch Y. Willer
demonstrieren, dass durch eine hohe Dosis des Erregers eine Vielzahl an Bakterien indirekt
u¨ber die M-Zellen der PP eindringen ko¨nnen und deren Invasionsproteine nicht beno¨tigen
42
DISKUSSION
[210]. Beim u¨berschreiten eines Schwellenwertes induziert die hohe bakterielle Last, ganz
gleich ob es sich dabei um Kommensale (E. coli Nissle), tote oder stark attenuierte Formen
eines Pathogens (Salmonella Typhimurium) handelt, eine initiale Entzu¨ndungsreaktion in
den PP, welche die Rekrutierung von phagozytierenden Leukozyten in das betroffene Ge-
webe einleitet. Die ∆invG-Einzelmutante konnte diese anfa¨ngliche Entzu¨ndungsreaktion in
C57BL/6J-Ma¨usen ebenfalls auslo¨sen. In den IL-10 defizienten Tieren kam es jedoch wie
schon bei der Dreifachmutante nicht zu einer versta¨rkten Neutrophileninfiltration. Das deu-
tet auf eine entscheidende Rolle der SPI-1 Virulenzfaktoren bei der Induktion der IL-10
regulierten Immunantwort hin. Demnach provozieren u¨ber die SPI-1 Translokationssyste-
me sekretierten Effektoren im Fall des Pathogens S. Typhimurium eine IL-10 abha¨ngige
Reduktion der PMN Infiltration.
Verschiedene SPI-1 Proteine initiieren in den Zielzellen die Produktion von Chemoattrak-
tanten wie IL-8 und PEEC deren Aufgabe die Induktion der Migration von Neutrophilen in
das infizierte Gewebe ist [196] [187]. Maushomologe dieser Chemokine sind MIP-2 und
CINC/KC [126]. In der ∆invG-Mutante fehlen diese Komponenten, was die verringerte Re-
krutierung an PMN in IL10-/- nach der Infektion erkla¨ren ko¨nnte. ¨Uber SPI-1 T3SS sekre-
tierte Proteine wie SopE2, SopC, SopD und SipA lo¨sen in den Epithelzellen das Ruffling
aus und induzieren somit die Internalisierung. Durch ein weiteres Protein, SptP, wird an-
schließend wieder das Rearrangieren des Zytoskeletts eingeleitet. Dieser Vorgang ist so-
mit transient und ca. 1 bis 4 Stunden nach der oralen Infektion haben die Salmonellen die
epitheliale Barriere durchbrochen, werden aufgenommen und befinden sich dann in Ma-
krophagen und Neutrophilen der Lamina Propria [51] [219]. Das ko¨nnte Nachwirkungen
haben, die bei IL-10 Mangel zu langanhaltenden Entzu¨ndungen fu¨hrt.
Zusammen mit SipC wurde SipB als Homolog zu den Shigella-Invasionsproteinen IpaC und
IpaB im ¨Uberstand von S. Typhimurium, nach Wachstum in Invasionskompetentem Medi-
um, entdeckt [91]. Obwohl beide Pathogene verschiedene Invasionswege nutzen, greifen
sie auf die Injektion von Effektoren u¨ber T3SS zuru¨ck, um in die Zielzellen des Wirts zu
gelangen. Weiterhin werden diese Translokationssysteme noch von anderen Pathogenen
wie Yersinia spp. und Pseudomonas spp. verwendet. Die Funktion von sipB liegt in der Ak-
tivierung des Inflammasoms und somit des Enzyms Caspase-1 nach Eindringen in die Ma-
krophagen [110]. ¨Uber einen IL-1β und IL-18 gekennzeichneten Signalweg wird in diesen
infizierten Makrophagen ein rascher programmierter Zelltod ausgelo¨st, der makroskopisch
Merkmale von Apoptose und Nekrose aufweist [77]. ¨Uber den Caspase-1 Signalweg sind
Salmonellen auch fu¨r die schnelle Apoptose DCs verantwortlich [200]. Daneben ist SipB
auch essentiell fu¨r die Translokation aller SPI-1 Effektoren [134]. Somit ist SipB ein wichti-
ger Faktor der Salmonellenvirulenz. Nach oraler Infektion mit der ∆sipB-Mutante kam es, in
IL10-/- gegenu¨ber Wildtypma¨usen eine leicht erho¨hte PMN-Zahl, welche um das ca. 5 fache
geringer ist, als im Fall der ∆asd-Mutante. Das Protein SipB ist somit fast allein fu¨r das hohe
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pro-inflammatorische Potential von Salmonellen im IL-10-Modell verantwortlich zu sein. Die
geringe Erho¨hung gegenu¨ber Wildtypma¨usen ko¨nnte auf anderen Faktoren beruhen. Ohne
SipB kam es nicht zur Aktivierung des Inflammasoms und somit nicht zur Induktion pro-
inflammatorischer Regulatoren. Der Weg u¨ber das Inflammasom von Makrophagen und/
oder Neutrophilen ist notwendig um die IL-10 regulierte Immunantwort auszulo¨sen. Wie
Lara-Tejero et al. zeigen konnten, sind wider erwarten Caspase1-/- Mutanten suszeptibler
gegenu¨ber einer Salmonelleninfektion als der Wildtyp. Die u¨ber das Inflammasom aktivierte
Zersto¨rung von Makrophagen ist zwar nicht notwendig fu¨r die systemische Ausbreitung der
Bakterien [110], jedoch fu¨r die IL-10 vermittelte Begrenzung der Immunantwort.
Das Ausschalten eines zentralen Effektors bei intaktem SPI-1 T3SS fu¨hrte zu einer si-
gnifikanten Reduktion der Neutrophilen Infiltration in IL-10 defizienten Tieren. Durch seine
entscheidende Mitwirkung bei der Translokation anderer Effektoren u¨ber das SPI-1 T3SS
zeigte diese Mutante, dass einer oder mehrere der daru¨ber translozierten Proteine als po-
tente Induktoren einer IL-10 regulierten fru¨hen Immunantwort gelten. Weitere Mutationen
in den betroffenen Genen sollten in Zukunft helfen, die Zielproteine na¨her einzugrenzen.
Aufgrund der Redundanz dieser Faktoren werden wahrscheinlich Mehrfachmutanten no¨tig
sein. Sollte ein essentieller Effektor gefunden werden, ko¨nnte dies ein neues Modell dar-
stellen, um die Effektivita¨t von Virulenzfaktoren diverser Pathogene zu u¨berpru¨fen. Mittels
¨Uberexpression verschiedener Kandidaten, wie Yop und Ipa von Yersinia spp. und Shigel-
la spp. oder Virulenzfaktoren enteropathogener E. coli-Spezies diesem avirulenten Stamm
mit anschließender oraler Infektion von IL10-/-, ko¨nnte anhand der PMN Rekrutierung deren
Bedeutung bei der Induktion einer Entzu¨ndungsreaktion, welche durch IL-10 begrenzt wird,
analysiert werden. Dieses Modell bietet dann nicht nur Mo¨glichkeiten fu¨r in vivo Analysen
sondern ebenso fu¨r in vitro Experimente.
5.5 Essentielle Rolle des Toll-like Rezeptors 4?
Auf der Seite der in die Wirtsgewebe eindringenden Bakterien konnte damit ein wichtiger
Faktor identifiziert werden, der an der Induktion einer versta¨rkten Immunantwort maßgeb-
lich beteiligt ist. Um ein detaillierteres Versta¨ndnis der Wirt-Pathogen-Interaktion zu bekom-
men, sollte neben der Seite der Bakterien auch die Wirtseite untersucht werden.
Zur Auslo¨sung einer Kolitis bedarf es bei IL-10 defizienten Tieren anders als bei IL2-/- einem
intakten TLR-MyD88 Signalweg [156]. Das Erkennen von MAMPs (microbe-associated
molecular patterns) durch TLRs ist essentiell, um eine Immunantwort u¨ber das Signal-
adaptormoleku¨l MyD88 einzuleiten. Das Hauptoberfla¨chenmoleku¨l pathogener und nicht-
pathogener Gram-negativer Bakterien ist LPS, der Ligand von TLR4. Wa¨hrend MyD88-
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/- IL10-/- Doppelmutanten selbst nach 1,5 Jahren keine klinischen Symptome einer Koli-
tis aufweisen, ist sie in TLR4-/- IL10-/- Doppelmutanten nur verzo¨gert [156] [98]. Weitere
TLRs die andere MAMPs von Bakterien, wie Flagellin (TLR5) [216] [194] und CpG-DNA
(TLR9) [194] erkennen, wirken erga¨nzend fu¨r die Einleitung des Signalwegs u¨ber MyD88.
Durch den Verlust des Signal-Adaptormoleku¨ls entwickeln auch IL-10 defiziente Tiere kei-
ne chronische Entzu¨ndung des Darms mehr. Eine Subspezies des Mausinzuchtstammes
C3H (C3H/HeJ) hat einen natu¨rlichen Defekt im Gen fu¨r TLR4 [153] [172]. Durch 10 QTLs
(quantitative trait loci) ist der C3H-Stamm suszeptibler fu¨r eine Kolitis als der hier verwen-
dete C57BL/6J Inzuchtstamm [42]. Mit dem IL-10 Defekt im genetischen Hintergrund der
Subspezies C3H/HeJ entwickeln diese Tiere a¨hnlich wie TLR4-/- IL10-/- Doppelmutanten
in anderen genetischen Hintergru¨nden erst nach la¨ngerer Zeit pathophysiologische Merk-
male einer Kolitis [156]. Die hier verwendeten Tiere zeigten nach oraler Infektion mit der
attenuierten Salmonellenmutante keine Entzu¨ndungsreaktion. Im Fall von C3H/HeJ ko¨nn-
te die Erkennung der Bakterien durch TLR4 entscheidend sein, um in IL10-/- eine fru¨he
angeborene Entzu¨ndungsreaktion auszulo¨sen. Die Ergebnisse wu¨rden dann in Einklang
stehen mit Ergebnissen aus Kolitis-Experimenten und auch Versuche fu¨r die angeborene
Immunita¨t, welche beide eine essentielle Rolle von TLR4 erkennen lassen [210] [156]. Nicht
auszuschließen ist in diesem Fall jedoch, dass andere Merkmale als das Fehlen von TLR4,
die C57BL/6J von C3H/HeJ unterscheiden, ebenfalls zu den unterschiedlichen Reaktionen
beitragen. Der genaue Anteil von TLR4 ko¨nnte in weiteren Untersuchungen mit IL-10-/-
TLR4-/- Tieren gekla¨rt werden.
5.6 Das IL-10 Netzwerk: Entscheidende Rolle von T-Zellen
bei einer Th1-dominierten Immunantwort
Die Erkennung mikrobieller Faktoren spielt eine entscheidende Rolle bei der Einleitung ei-
ner Entzu¨ndungsreaktion. Die eindringenden Mikroorganismen werden von Epithel- und
Antigenpra¨sentierenden Zellen aufgenommen. Zu den letztgenannten geho¨ren die DCs
und Makrophagen. Wa¨hrend die Hauptaufgabe der DCs in der Pra¨sentation der Antige-
ne liegt, um nach Kontakt mit T-Zellen unter zu Hilfenahme von Zytokinen eine Th1 oder
Th2-Antwort zu bewirken, besteht die Rolle von Makrophagen hauptsa¨chlich in der Aufnah-
me und Zersto¨rung von Mikroorganismen. Wa¨hrend der fru¨hen Immunantwort ist die Zahl
spezifischer T- und B-Zellen noch sehr niedrig, so dass sie hier eine mo¨glicherweise unter-
geordnete Rolle spielen. Zelltypspezifische Deletionen von IL-10 bzw. vom IL-10 Rezeptor
sollten zeigen, welcher Zelltyp der Hauptproduzent oder das Ziel dieses Zytokins und somit
fu¨r die Drosselung der fru¨hen Immunantwort gegen Salmonellen essentiell ist.
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Die Gruppe von Roers und Mu¨ller et al. konnte zeigen, dass T-Zellen fu¨r die Produktion von
IL-10 in der adaptiven Immunantwort maßgeblich sind, fu¨r die fru¨he angeborene Immun-
antwort bei endotoxischen Schock jedoch keine mit dem Komplett-knock-out vergleichbare
Reaktion zeigten [169]. In einem weiteren Versuch konnten sie jedoch demonstrieren, dass
die fru¨he Immunantwort gegen LPS von IL-10, welches von Makrophagen und/ oder Neu-
trophilen produziert wird, abha¨ngig ist [186]. In dieser Arbeit zeigte die Infektion von T-Zell-
und Makrophagenspezifischen IL-10 knock-outs jedoch, dass keiner dieser Zelltypen als
Produzenten von IL-10 in der fru¨hen Phase der Infektion relevant ist. Wa¨hrend Roers et
al. die Immunreaktion nach subkutaner Injektion mit LPS beobachteten, wurde in diesem
Modell die Induktion einer Entzu¨ndungsreaktion in den PP des Darms betrachtet und kei-
ne systemisch Ausbreitung. Dies ko¨nnte fu¨r die unterschiedliche Reaktion verantwortlich
sein. Durch die vielen Immunzellen der PP mit konstitutiver IL-10 Expression existiert dort
ein gewisses Grund-Niveau an IL-10, welches die Rolle einzelner Zelltypen u¨berdecken
ko¨nnte.
T- und B-Zellen, sowie Makrophagen, wurden u¨ber zelltypspezifische IL-10 Rezeptor knock-
outs weiterhin in ihrer Rolle als Empfa¨nger des IL-10 Signals getestet. Zuvor wurde der
ubiquita¨re knock-out des IL-10 Rezeptors getestet, da die IL-10R2-Untereinheit des IL-
10 Rezeptors strukturelle ¨Ubereinstimmungen mit den Rezeptoren anderer Zytokine, wie
IL-22, IL-26 und IFN-λ aufweist [29]. Daher stellte sich die Frage, ob IL-10 bei Verlust sei-
nes Rezeptors alternativ an diese anderen Rezeptoren binden kann. Eine vergleichbare
Erho¨hung der PMN Zahl in den PP nach oraler Infektion von IL-10 Rezeptor defizienten
Tieren (IL10R-/-) wie bei IL10-/-zeigte jedoch, dass hier keine Redundanz vorliegt und der
IL-10 Rezeptor fu¨r das Erkennen von IL-10 zur Begrenzung der Entzu¨ndungsreaktion es-
sentiell fu¨r die Herunterregulierung der Immunantwort ist. Zelltyp-spezifische IL-10 Rezep-
tor knock-outs konnten somit verwendet werden um wichtige IL-10 Zielzellen in diesem
Prozess der fru¨hen Immunantwort zu identifizieren.
Allerdings zeigte keine dieser Mausmutanten eine erho¨hte PMN Infiltration, verglichen mit
dem Komplett-knock-out. Jedoch waren die verwendeten IL-10 Rezeptortiere noch nicht
vollsta¨ndig zuru¨ckgekreuzt. Durch den gemischten genetischen Hintergrund kann die Wir-
kung der des IL10R-/- maskiert werden. Eine Wiederholung des Experiments mit vollsta¨ndig
zuru¨ckgekreuzten Tieren wa¨re deshalb sinnvoll. Der im Makrophagenspezifischen knock-
out verwendete LysM-Promotor fu¨r die Cre-Rekombinase ist auch in Neutrophilen aktiv.
Demnach fehlt in dieser Cre-Linie nicht nur IL-10 bzw. der IL-10 Rezeptor in den Makro-
phagen, sondern ebenfalls in Neutrophilen. Die Neutrophilen werden demnach nicht di-
rekt durch IL-10 in ihrer Infiltration moduliert, sondern offenbar nur indirekt u¨ber andere
Zelltypen. Von den getesteten Zelltypen konnte keiner als essentiell identifiziert werden.
Nicht auszuschließen ist, dass erst ein Doppel-knock-out des IL-10 Rezeptors in verschie-
denen Zelltypen die gemeinsam reagieren zum Erfolg fu¨hrt. Die konstitutive Expression
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von IL-10 in den T- und B-Zellen und den wenigen Makrophagen fu¨hrt zu einem geringen
Grundlevel dieses Zytokins in den PP. Dadurch kann IL-10 schnell das homo¨ostatische
Gleichgewicht regulieren. Diese Tatsache kann jedoch die Bedeutung einzelner Zelltypen
maskieren. Ebenso blieb bisher die Rolle von DCs und Epithelzellen ungekla¨rt, da im Rah-
men dieser Arbeit keine zelltypspezifischen knock-outs zur Verfu¨gung standen. Mit Hilfe
eines knock-outs bei dem IL-10 spezifisch in allen Zellen der Ha¨matopoetischen Linie fehlt,
ko¨nnte die Rolle der Epithelzellen na¨her charakterisiert werden. Geeignet dafu¨r wa¨re der
induzierbare Mx1-Promotor. Dieser ist in gesunden Tieren inaktiv, kann aber durch die In-
jektion von IFN-α oder IFN-β aktiviert werden. Alternativ wa¨ren Knochenmarktransfers nach
letaler Bestrahlung zwischen IL-10 defizienten und IL-10 profizienten Tieren sinnvoll.
Als Folge der Translokation von Kommensalen in die PP werden naive T-Zellen nach Kon-
takt mit DCs u¨ber spezielle Zytokine dazu veranlasst, in IL-10 produzierende regulatorische
T-Zellen und/oder Th3 Zellen zu differenzieren. Bei der Induktion einer Immunantwort gegen
pathogene Mikroorganismen werden pro-inflammatorische Zytokine, wie IL-12 freigesetzt,
die eine Th1 Antwort auslo¨sen. IL-4 dagegen stimuliert eine Th2-Antwort, bei der B-Zellen
zur Differenzierung angeregt werden. Um die Immunantwort gegenu¨ber einem Pathogen
zu begrenzen und zersto¨rerische Immunpathologie zu vermeiden, werden bei einer Infek-
tion ebenfalls Treg gebildet. Alternativ gereifte DCs sekretieren dann IL-10, um IL-10 pro-
duzierende Treg zu induzieren, welche fu¨r die mukosale Toleranz entscheidend sind. Der
T-Zellspezifische knock-out von IL-10 deutete jedoch keine maßgebliche Rolle der T-Zellen
an. IL-10 hat sowohl auf die Th1, als auch auf die Th2 Antwort eine regulierende Wirkung.
In T-Zellspezifischen knock-outs von IL-10 mit zusa¨tzlichen Defekt in IL-4 bzw. IL-12 sollte
die Rolle von T-Zell-produziertem IL-10 bei einer Th1 bzw. Th2 dominierten Immunantwort
demonstriert werden. Wa¨hrend durch den Verlust von IL-4 eine Th1- Antwort bevorzugt
wird, bedeutet das Fehlen von IL-12 eine Verschiebung in Richtung Th2. Everest et al.
zeigten eine essentielle Rolle von IL-4 nach Salmonella Typhimurium Infektion in der ad-
aptiven Immunantwort [37]. Nach Infektion mit apathogenen Salmonellen kommt es in den
IL12-/- defizienten Tieren zu keiner erho¨hten Entzu¨ndungsreaktion. Obwohl der zelltypspe-
zifische knock-out von IL-10 in den T-Zellen alleine keine Auswirkungen zeigte, ist T-Zell-
produziertes IL-10 bei Fehlen von IL-4 fu¨r das Herunterregulieren der Entzu¨ndungsreaktion
essentiell. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit denen von M. Greweling und N. Fas-
nacht [61] [44]. Beide konnten in verschiedenen Modellen zeigen, das T-Zell-produziertes
IL-10 notwendig ist, um eine durch den Verlust von IL-4 erho¨hte Th1-Antwort zu kontrol-
lieren. Wa¨hrend M. Greweling dafu¨r ein DSS-Kolitis-Modell einsetzte, konnte N. Fasnacht
diesen Effekt u¨ber orale Infektion mit dem pathogenen Nematoden Trichuris muris erzielen.
Damit konnte gezeigt werden, dass von T-Zellen gebildetes IL-10 sowohl bei der Regulie-
rung der fru¨hen angeborenen, als auch in der spa¨ten adaptierten Immunantwort in diesem
Modell von Bedeutung ist.
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5.7 IL-10 notwendig fu¨r die Ausbildung einer Toleranz
Wie schon zuvor erwa¨hnt, lo¨st auch eine Infektion mit probiotischem E. coli eine anfa¨ngli-
che Entzu¨ndungsreaktion aus. Die wiederholte Verabreichung hat jedoch einen schu¨tzen-
den Effekt, sogar gegenu¨ber einer anschließenden Infektion mit Salmonellen [210]. Die
schu¨tzende Wirkung von IL-10 in der Ausbildung dieser Art von oralen Toleranz sollte u¨ber
Mehrfachinfektion von Wildtypma¨usen und IL-10 defizienten Tieren mit der apathogenen
Salmonella-Mutante charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurden C57BL/6J und IL10-
/- Ma¨use vier Mal im Abstand von je einer Woche infiziert. Einen Tag nach der letzten
Verabreichung wurden die PP isoliert und die Zahl an Neutrophilen mittels Durchflusszy-
tometrie bestimmt. Als Kontrolle dienten C57BL/6J und IL10-/- Tiere, welche nur die letzte
Dosis erhielten. Die wiederholte Infektion mit der ∆asd-Mutante lo¨ste in den Wildtypma¨usen
eine signifikante Toleranz aus, sichtbar an der weitaus geringeren Zahl an Neutrophilen ver-
glichen mit einer Einfachinfektion. Dieses Resultat konnte indessen nicht in den IL-10 de-
fizienten Tieren beobachtet werden. Durchschnittlich war die Neutrophileninfiltration nach
der viermaligen Applikation sogar noch leicht versta¨rkt. Fu¨r die immunsuppressive Wirkung
von regulatorischen T-Zellen scheint IL-10 essentiell zu sein, dies wu¨rde die von Rubtsov et
al. ku¨rzlich publizierten Ergebnisse besta¨tigen [171]. Auch wenn der beoachtete Effekt mit
großer Wahrscheinlickeit auf Treg zuru¨ckzufu¨hren ist, sollte dies durch weitere Versuche
besta¨tigt werden, zum Beispiel mit einem ubiquita¨ren knock-out von Il-4 mit zusa¨tzlichem
zelltypsezifischem knock-out von IL-10 in Treg (CD4, FoxP3). Belkaid et al. zeigten, dass
die in vivo Kontrolle von einer Infektion mit Leishmania u¨ber regulatorische T-Zellen re-
guliert wird, und dabei sowohl u¨ber IL-10 abha¨ngige, wie auch u¨ber IL-10 unabha¨ngige
Signalwege [5]. Die hier erzielten Daten lassen bei einer Infektion mit Salmonella jedoch
nur auf einen IL-10 abha¨ngigen Weg schließen.
5.8 Abschließende Bemerkung
In diesem Infektionsmodell fu¨r die fru¨he angeborene Immunantwort konnte gezeigt werden,
dass IL-10 essentiell ist, um eine erho¨hte Entzu¨ndungsreaktion gegenu¨ber oral applizier-
ten avirulenten Salmonellen zu begrenzen. Fu¨r diesen Effekt sind bestimme sekretierte
Virulenzfaktoren von Salmonella verantwortlich, da weder ein kommensaler E. coli noch
abgeto¨tete Salmonellen in der Lage waren eine vergleichbare Reaktion auszulo¨sen. Auch
potente Faktoren wie Flagellen spielen in der IL-10 regulierten Immunantwort keine Rol-
le. Durch das in dieser Arbeit entwickelte Infektionsmodell ließen sich die Stimulatoren der
Entzu¨ndungsreaktion auf die u¨ber die SPI-1 T3SS und SipB translozierten Effektoren be-
grenzen. Es konnte hierbei aber nicht nur die Seite der Bakterien, sondern auch die Wirts-
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seite untersucht werden. Zelltypspezifische IL-10-/- und IL-10R-/- wurden verwendet, um
wichtige Zelltypen in diesem Prozess der IL-10 regulierten angeborenen Immunantwort zu
untersuchen, jedoch ohne Erfolg. Nur wenn durch einen zusa¨tzlichen Verlust von IL-4 die
Immunantwort in Richtung Th1 polarisiert wird, zeigt sich eine entscheidende Rolle von
T-Zell–produziertem IL-10. Außerdem konnte durch Mehrfachinfektionen gezeigt werden,
dass IL-10 fu¨r die Ausbildung einer
”
Toleranz“notwendig ist.
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Teil 2
Wirt-Pathogen-Interaktion wa¨hrend der Persistenz
6. Einleitung
Viele wichtige Pathogene wie Brucellae, Mycobacteriae und Salmonellae haben die Fa¨hig-
keit, latente oder persistierende Infektionen zu etablieren [164]. Obwohl der Wirt durch das
Zusammenspiel der fru¨hen angeborenen mit der spa¨ten adaptiven Immunantwort eine In-
fektion mit diesen Pathogenen u¨berstehen kann, sind einige Pathogene in der Lage, in-
nerhalb von Wirtszellen zu u¨berleben und u¨ber Monate und Jahre zu u¨berdauern. Durch
ihre Inaktivita¨t wird keine erneute Immunreaktion ausgelo¨st mit der Folge, dass sie nicht
vollsta¨ndig beseitigt werden. Bei Immunsuppression des Wirtes kann es jedoch zu einem
erneuten Ausbruch der Infektion kommen. Um das Ausbilden dieser sogenannten Persister
zu verhindern, sollten akute bakterielle Infektionen ausfu¨hrlich mit Antibiotika behandelt
werden. Sind die bakteriellen Erreger jedoch erst einmal in diesem dormanten Zustand,
sind die meisten Antibiotika wirkungslos, da diese fast ausschließlich aktive Prozesse der
Zelle inhibieren und deshalb dormante Pathogene nicht scha¨digen. Um gegen die Persister
effektiv vorgehen zu ko¨nnen, ist es wichtig zu ermitteln, ob gewisse Aktivita¨ten auch fu¨r
Persister wichtig sind und deshalb geeignete Targets fu¨r entsprechende Antiinfektiva dar-
stellen ko¨nnten. Aus diesem Grund soll in dem zweiten Teilprojekt anhand von Salmonel-
la Typhimurium ein Infektionsmodell etabliert werden, mit dessen Hilfe die Wirt-Pathogen-
Interaktion bei Salmonellenpersistenz untersucht werden kann.
6.1 Salmonella-Infektionen
Salmonella enterica Spezies sind fakultativ intrazellula¨re Erreger, die sowohl akute als auch
persistierende Infektionen hervorrufen ko¨nnen [133]. Das Pathogen Salmonella enterica
umfasst ca. 2500 Serotypen [12] [154]. Zu diesen za¨hlen die klinisch relevanten Seroty-
pen Enteritides, Typhimurium, Typhi und Paratyphi. Wa¨hrend das Wirtspektrum der nicht-
typhoidalen Salmonella-Sta¨mme S. Enteritides und S. Typhimurium auch Geflu¨gel, Rinder,
Schweine und Nager umfasst, beschra¨nken sich die Typhus-Sta¨mme auf Mensch und Pri-
mat [148] [150]. Genetisch unterscheiden sich die Serotypen Typhimurium und Typhus in
10% ihrer Gene [215].
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Eine Infektion mit S. Enteritides oder S. Typhimurium ist fu¨r den Menschen auf den Darm
und die mesenterialen Lymphknoten begrenzt und zusammen verursachen sie u¨ber 90%
aller Salmonellosen [144]. Bei Kleinkindern, a¨lteren oder immungeschwa¨chten Individuen,
wie z.B. durch HIV-Infektion, ko¨nnen sie sich allerdings auch systemisch ausbreiten. In-
nerhalb von 12-72h nach Verzehr kontaminierter Nahrungsmittel wie Eiern, Geflu¨gel oder
Fleischprodukte manifestiert sich die Gastroenteritis. Symptome wie ¨Ubelkeit, Brechreiz
und Durchfa¨lle werden dabei von krampfartigen Bauchschmerzen begleitet. Durchfall ent-
steht durch erho¨hte Chlorid-Ionen-Sekretion und vermehrte Flu¨ssigkeitsabgabe in das Darm-
lumen u¨ber das zersto¨rte Epithel [149]. Dafu¨r verantwortlich sind gewebezersto¨renden Sub-
stanzen, die von rekrutierten Neutrophilen als Reaktion auf die Infektion ausgeschu¨ttet
wurden [25] [129] [141] [178] [220]. Nach einer Woche sind die Patienten jedoch zumeist
wieder beschwerdefrei. Ja¨hrlich treten ca. 1,3 Milliarden Fa¨lle von Gastroenteritiden auf,
die durch nicht-typho¨se Salmonellen verursacht werden, 300.000 davon enden letal [148]
[150]. Durch mangelnde Hygienemaßnahmen treten sie vor allem geha¨uft in den Entwick-
lungsla¨ndern Afrikas, Asiens oder Lateinamerikas auf.
Die auf Menschen und ho¨here Primaten spezialisierten Salmonella enterica-Serovare Ty-
phus und Paratyphus A-C sind fu¨r den Ausbruch von typhoidalem Fieber verantwortlich.
In Teilen der Welt mit ungenu¨gender Trinkwasserqualita¨t ko¨nnen Infektionen mit diesen Er-
regern endemisch werden und verursachen hohe Morbidita¨t und Mortalita¨t. Nach oraler
Infektion u¨ber kontaminierte Lebensmittel oder verunreinigtes Trinkwasser dringen die Sal-
monellen prima¨r u¨ber die M-Zellen in den PP des Darms in das mukosale Gewebe ein. Da-
neben werden Salmonellen auch von Dendritischen Zellen, welche die Epithelbarriere teil-
weise durchdringen, aufgenommen [88] [140] [160]. Nach Aufnahme in das Retikuendothe-
liale System (RES), welches Phagozyten, Fibroblasten und retikula¨re Bindegewebszellen
umfasst, verbreitet sich die Infektion auf innere Organe, wie Leber und Milz, in denen sich
die Salmonellen dann vorwiegend in Makrophagen vermehren [166]. Die Folge ist eine Hy-
pertrophie des RES, einschließlich der PP, mLN, Milz, Leber und Knochenmark. Durch die
Kolonisierung der Bakterien in diesen Geweben kommt es neben einer diffusen Enteritis zu
Blutungen, Nekrosen, Ulzerationen und intestinalen Perforation [144] [178]. Die Patienten
leiden unter anderem unter Kopf- und Gliederschmerzen, Verstopfung mit nachfolgenden
erbsenbreiartigen Durchfa¨llen, hohem Fieber, Hauteffloreszenzen, Benommenheit und ab-
dominalen Kra¨mpfen. Bleibt die Krankheit unbehandelt, dauert sie ca. 4 Wochen mit einer
Mortalita¨tsrate von 10-15%, wovon vor allem Kinder betroffen sind. Nach Scha¨tzungen der
WHO treten ja¨hrlich 22 Millionen Fa¨lle von Typhus auf, 200.000 davon mit to¨dlichem Verlauf
[23]. Einige der infizierten Individuen (ca. 2-5%) werden lebensla¨nglich Tra¨ger und scheiden
periodisch gro¨ßere Mengen an diesen Bakterien mit ihrem Stuhl und Urin aus. Chronische
Ausscheider gibt es auch beim Menschen, welche nie klinische Symptome einer Infekti-
on zeigten. Andere Patienten mit Antibiotikabehandlung werden wenige Monate nach der
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initialen Infektion ru¨ckfa¨llig [205]. Das deutet auf die Pra¨senz von Persistern innerhalb der
Bakterienpopulation hin. Fu¨r ein Pathogen mit sehr begrenztem Wirtsspektrum unterstu¨tzen
chronische Ausscheider entscheidend die Transmission, fu¨r die allgemeine Gesundheits-
pflege sind sie dagegen von gro¨ßter Besorgnis. Individuen, die chronischer Tra¨ger von S.
Typhi sind, haben zudem ein erho¨htes Risiko an Leberkrebs zu erkranken [185]. Interessant
ist jedoch, dass chronisch infizierte Ma¨use (avirulenter Salmonellenstamm ∆agfA ) immun
gegen eine Infektion mit virulenten Wildtyp S. Typhimurium sind [191] [133] [164].
6.2 Chronische Infektionen - Persister
Bei einem geringen Anteil akuter Infektionen u¨berleben einige der pathogenen Erreger und
verursachen persistierende und teilweise lebensla¨ngliche Infektionen [133]. Obwohl das
adaptive Immunsystem durch die humorale und die zellula¨r vermittelte Immunantwort spe-
zifisch auf den Fremdko¨rper reagieren kann und dabei vom angeborenen Immunsystem
unterstu¨tzt wird, welches MAMPs (microbe-associated patterns) u¨ber die PRRs (pattern re-
cognition receptors) erkennt, u¨berdauern persistierende Pathogene. Das genaue Versta¨nd-
nis der Interaktion vom Wirt mit dem Pathogen, die dies ermo¨glicht, ist ein wichtiger Be-
standteil heutiger Forschung. Einige Mechanismen, die von Pathogenen verwendet wer-
den, um die Persistenz zu erho¨hen, sind bekannt und in der folgenden Tabelle aufgefu¨hrt
(adaptiert nach [215]). Selbst phylogenetisch nicht miteinander verwandte Bakterien tei-
len a¨hnliche Strategien der Persistenz. In einigen Fa¨llen ko¨nnen treten sogar homologe
¨Persistenz
¨
-Gene auf. Jene Beobachtungen deuten eher auf eine spezifische Phase der
Pathogenese hin, als auf ein zufa¨lliges Ungleichgewicht der Wirt-Pathogen-Interaktion.
Mechanismen Bsp Pathogen Bemerkung
Antigenvariation N. meningitides Bakterien vera¨ndern ihre Ober-
N. gonorrhea fla¨chenantigene durch DNA-
B. burgdorferi Inversionen oder effizientem
B. fragilis horizontalem Gentransfer
Kolonisierung bestimmter S. enterica Typhi persistiert im RES, vor allem Gewebe
Organe und im Knochenmark, chronisch
auf Gallensteinen in der Gallenblase
M. leprae kolonisiert das Nervensystem
H. pylori u¨berlebt im Magen in Schichten
jenseits der Epithelbarriere
Wirt-Mimikry N. gonorrhea ¨Anderung des LPS
N. meningitides Mimikry der Wirtpolysaccharide
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T. pallidum Umhu¨llen mit Wirtsproteinen
Resistenz gegenu¨ber B. pseudomallei Resistenz gegenu¨ber Phagozyten
Effektoren des Immunsystems M. tuberculosis Persistenz in Makrophagen
Modifizierung der intrazellu- S. enterica Typhi verhindert Phagolysosomenver-
la¨ren Umgebung Brucella Spezies einigung und modifiziert die
M. tuberculosis Vakuole
Chlamydia Spezies Etablierung eines obligat intra-
zellula¨ren Lebenszyklus
Selektive Geninaktivierung M. leprae Verlust von Genen und Ansammlung
von Pseudogenen gegenu¨ber
M. tuberculosis;
Reduktion der Replikationsrate und
der metabolischen Aktivita¨t
S. enterica Typhi Verlust von Anheftungsfaktoren und
Proteinen fu¨r den intrazellula¨ren
Lebensstil -¿ fo¨rdert Aufnahme durch
spezielle Zellen und somit die sys-
temische Verbreitung und Persistenz
Da der Fokus dieser Arbeit auf dem Salmonelleninfektionsmodell liegt, wird im Folgenden
der Vorgang der Persistenz anhand von Salmonella Typhimurium, dem Erreger typhoidia-
lem Fiebers in der Maus, na¨her betrachtet.
6.2.1 Systemische Ausbreitung von Salmonella Typhimurium in der
Maus
Die Haupteintrittspforte fu¨r Salmonella Typhimurium in die Mukosa sind die M-Zellen der
Peyerschen Platten. Die Bakterien werden daneben auch von Dendritischen Zellen in der
Lamina Propria aufgenommen [8]. Die Erkennung von Salmonellen-MAMPs fu¨hrt zur In-
duktion einer Entzu¨ndungsreaktion mit Rekrutierung von Leukozyten zur Vernichtung des
bakteriellen Erregers. Jedoch ko¨nnen sie sich u¨ber diese im Wirt systemisch ausbreiten. In
infizierten Phagozyten gelangen die Salmonellen u¨ber Lymph- und Blutbahnen in die me-
senterialen Lymphknoten und von dort aus in Leber und Milz und ko¨nnen in Knochenmark
und Gallenblase persistieren. Bei einer kurzzeitig andauernden Persistenzperiode (u¨ber
mehrere Monate) von S. Typhi u¨berdauern diese in unreifen Immunzellen im Knochenmark.
Daneben besiedeln sie Gallensteine in der Gallenblase, von wo aus sie kontinuierlich u¨ber
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die Gallenflu¨ssigkeit in den Darm gelangen [133]. Nicht bekannt ist, wie die Salmonellen
neue Makrophagen infizieren ko¨nnen. In einer Hypothese werden sie nach Ende der Le-
bensdauer der Makrophagen von neuen aufgenommen. Eine andere Hypothese besagt,
dass die Salmonellen in den Makrophagen Apoptose induzieren und die toten oder ster-
benden Makrophagen dann anschließend von frisch rekrutierten Phagozyten aufgenom-
men werden. Richter-Dahlfors et al. konnten zeigen, dass die Bakterien eine zytotoxische
Wirkung auf phagozytierenden Zellen haben, auch wenn diese keine Erreger enthielten
[166].
6.2.2 ¨Uberleben von Salmonella Typhimurium in Makrophagen
Nach phagozytotischer Aufnahme der Pathogene durch Makrophagen findet in diesen nor-
malerweise eine Verschmelzung des Phagosoms mit Lysosomen zum Phagolysosom statt.
Durch die antimikrobiellen Substanzen des Lysosomens und reaktiven Sauerstoffradikalen
sowie Stickstoffoxiden werden die Bakterien zersto¨rt. Auch die Ansa¨uerung des Phago-
soms sowie eine Vielzahl an Phagosomproteinen und -peptiden wie proteolytische Enzy-
me und CAMPs (cathelicidin-related antimicrobial peptide) sind fu¨r die Kontrolle der Bak-
terienreplikation notwendig. Salmonella besitzt jedoch spezielle Virulenzfaktoren, welche
Resistenz gegenu¨ber diesen Enzymen ermo¨glichen. Die SPI-2 kodierten Effektoren erlau-
ben es, der letalen Wirkung der NADPH-Oxidase (kodiert in phox) in den Makrophagen zu
entkommen, sind fu¨r die Virulenz bei phox-Defiziens jedoch nicht notwendig [203]. Fu¨r die
Persistenz ist das ¨Uberleben der Bakterien in den Wirtszellen ein wichtiger Faktor [19].
6.2.3 Wirtsfaktoren zur Kontrolle der intrazellula¨ren bakteriellen Re-
plikation
Ein wichtiger Wirtsfaktor, welcher die bakterielle Replikation innerhalb von Makrophagen
kontrolliert, ist Nramp1 (natural resistance-associated macrophage protein-1, heutiger Na-
me Sdc11a1). Die Suszeptibilita¨t einiger Mausinzuchtsta¨mme gegenu¨ber Infektionen mit
intrazellula¨ren Pathogenen wie Leishmania donovani, Mycobacterium bovis und Salmonel-
la Typhimurium ließen sich auf diesen Lokus im murinen Genom zuru¨ckfu¨hren. Nramp1
spielt eine wichtige Rolle bei der Makrophagen/ Pathogen-Interaktion in dem es die Ma-
krophagen aktiviert. Dazu geho¨rt die Hochregulierung von Chemokinen, Zytokinen (TNF-α,
IL-1β) und der MHC-II-Expression, die Freisetzung von Stickstoffoxiden, Antigenprozes-
sierung und Apoptose [11]. Es kodiert fu¨r ein integrales Membranprotein, welches in den
endosomalen und lysosomalen Kompartimenten lokalisiert ist und den Ionenhaushalt der
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Makrophagen reguliert. Intrazellula¨ren Bakterien wird somit der Zugang zu zweiwertigen Io-
nen wie Eisen entzogen und deren Wachstum beschra¨nkt [49] [63]. Eine Rolle von Nramp1
in humanem Typhus konnte jedoch nicht belegt werden [33]. Wird in Wildtypma¨usen, wel-
che chronisch Tra¨ger von S. Typhi sind, IFN-γ mittels Antiko¨rperbehandlung neutralisiert,
zeigen diese Symptome einer akuten systemischen Infektion mit erho¨hter bakterieller Ver-
mehrung in einer Vielzahl an Geweben sowie einer erho¨hten Ausscheidungsfrequenz [131].
Hier konnten die Beobachtungen auch im Menschen besta¨tigt werden [78]. Demnach spielt
auch IFN-γ bei der Ausbildung der Persistenz eine Rolle.
Nramp1+ Ma¨use sind ein gutes Modell fu¨r Persistenz, sie wird aber erst nach 4 Wochen
erreicht. Infizierte Tiere sterben dagegen auch bei niedrigen Infektionsdosen an virulenten
Salmonellen. Persistenz kann hier nur mit abgeschwa¨chten Salmonellenmutanten unter-
sucht werden.
6.3 Zielsetzung der Arbeit
Die Existenz von Persistern wirft diverse Fragen auf, z.B.: Wie sieht der metabolische und
replikative Zustand der Pathogene wa¨hrend der asymptomatischen Phase aus? Wie schaf-
fen es die Bakterien der Wirtsabwehr zu entkommen oder warum ignoriert das Immun-
system diese Fremdko¨rper? Um diese Fragestellungen untersuchen zu ko¨nnen, ist ein
umfassendes Versta¨ndnis der Wirt-Pathogen-Interaktion notwendig. Die Grundlage dieser
Analysen ist ein geeignetes Infektionsmodell. Das erste Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe
von Salmonella Typhimurium ein geeignetes Infektionsmodell zu etablieren, um dann u¨ber
definierte Mutationen Gene zu identifizieren die fu¨r die Persistenz essentiell sind. Die ge-
wonnenen Kenntnisse sollen weiterfu¨hrend auch dabei helfen, neue Ziele fu¨r Antibiotika zu
identifizieren.
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7. Ergebnisse
Anschließend an eine akute Infektion sind einige bakterielle Pathogene dazu in der Lage,
das Immunsystem des Wirts zu umgehen und chronisch zu u¨berdauern. Ein Hauptproblem
bei einer Behandlung mit Antibiotika gegen diese Infektionen sind, neben dem Erscheinen
von resistenten Mutanten der infektionsauslo¨senden Bakterien, die so genannten Persi-
ster. Diese kleine Bakterien-Subpopulation ist nicht resistent gegenu¨ber dem Antibiotikum,
u¨berlebt die Behandlung aber dennoch fu¨r weitaus la¨ngere Zeit als die Hauptpopulation. Ei-
ne Antibiotikabehandlung kann demnach u¨ber Monate andauern und bedeutet erhebliche
Strapazen fu¨r den Patienten. Persister weisen einen umfassenden Ru¨ckgang metabolischer
Prozesse auf und teilen sich nicht. Auf diese Weise ko¨nnen sie la¨ngere Zeit auch unter
ungu¨nstigen Bedingungen u¨berdauern [115]. Viele Menschen sind nach einer Infektion,
z.B. mit Salmonella Typhi, chronischer Tra¨ger dieser Bakterien. Die Salmonellen werden in
den PP von Makrophagen und/oder DCs aufgenommen. u¨ber die Lymph- und Blutbahnen
in die mesenterialen Lymphknoten (mLN) transportiert, und breiten sich von da aus wei-
ter in Milz, Knochenmark, Leber und Gallenblase aus. Nachdem die erste Infektionswelle
u¨berstanden wurde, ko¨nnen sie fu¨r 1 Jahr oder lebenslang in Knochenmark und Gallen-
blase u¨berdauern, ohne vom Immunsystem attackiert zu werden und klinische Symptome
auszulo¨sen [133]. Durch ihren Ruhezustand sind sie gegen die meisten Antibiotika tolerant.
Um wirksamere Mittel gegen diese persistierenden Bakterien zu finden, muss untersucht
werden, auf welche Art und Weise die Persister im Wirt u¨berleben ko¨nnen, ohne eine Im-
munreaktion auszulo¨sen und ob und welche metabolischen Wege fu¨r die Aufrechterhaltung
des Persistenzzustandes wichtig sind.
Ziel dieses Teilprojektes war es, geeignete Persistenzmodelle zu etablieren, um fu¨r die Auf-
rechterhaltung der Persistenz wichtige Prozesse zu identifizieren und somit neue Angriffs-
stellen fu¨r Antibiotika gegen persistierende Bakterien zu finden. Des Weiteren sollen diese
Modelle die Grundlage schaffen, die Bakterien-Wirt-Interaktion analysieren zu ko¨nnen. Als
Modellpathogen wurde Salmonella Typhimurium (Salmonella Typhimurium) ausgewa¨hlt,
der Erreger typhoidalem Fiebers in der Maus.
Persister umgehen die toxische Wirkung von Antibiotika, da sie sich in einem dormanten
Zustand befinden, in dem alle Prozesse die von den Antibiotika angegriffen werden, nicht
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aktiv sind. Der einfachste Weg, Persister zu generieren, wa¨re demnach mittels ¨Uberex-
pression eines Proteins, das zentrale Prozesse der bakteriellen Zelle abstoppt. Wichtige
Beispiele fu¨r solche Proteine in Bakterien sind die Toxin/ Antitoxin-Module, welche sowohl
plasmidkodiert als auch chromosomal vorkommen.
7.1 Toxin/ Antitoxin-Module
In der Tat konnten Toxin/ Antitoxin-Module (TA-Module) als wichtig fu¨r die Persistenz identi-
fiziert werden. Das stabile Toxin-Protein inhibiert essentielle zellula¨re Funktionen, wie zum
Beispiel Translation oder Replikation. Das instabile Antitoxin neutralisiert den Effekt indem
es einen inaktiven Komplex mit dem Toxin bildet [74]. Eine ¨Uberexpression des Toxins und
die dadurch erreichte transiente Blockierung fu¨hrt dann zu einer vermehrten Produktion
von Persistern. Gut untersuchte Beispiele fu¨r Toxin/ Antitoxin-Module in E. coli sind RelBE,
MazEF und HipBA [74] [58].
7.1.1 Test eines arabinoseinduzierbaren Plasmids
Die ersten Untersuchungen zu Toxin/ Antitoxin-Modulen fanden an HipBA statt. Durch die
zytotoxische Wirkung des Toxins HipA schlugen die ersten Versuche einer ¨Uberexpression
von hipA fehl, da der verwendete Promotor zu stark war. Ebenso die Einfu¨hrung eines hipA
Plasmids in ∆hipB Mutanten war nicht mo¨glich [137]. Die ektopische Expression von hipA
hinter einem induzierbaren Promotor lo¨ste dieses Problem. Guzman et al. verwendeten
dazu ein pBAD Plasmid [68]. Der im Plasmid enthaltene ParaC-Promotor ist L-Arabinose
abha¨ngig. Die Zugabe von L-Arabinose ins Wachstumsmedium induziert die Expression
des stromabwa¨rtsgelegenen Gens.
Die Funktionsfa¨higkeit eines solchen Plasmids sollte zuvor mittels GFP-Expression besta¨tigt
werden. Dafu¨r wurde das Gen fu¨r das Green Fluorescent Protein (GFP) hinter den Arabi-
nose-abha¨ngigen Promotor im pBAD18-Plasmid kloniert und in SL1344 u¨ber Elektrotrans-
formation eingebracht. Durchflusszytometrisch (FACS) konnte die Fluoreszenzsta¨rke ermit-
telt werden. Die GFP-Klone wurden in normalem LB-Medium fu¨r 4h inkubiert, anschließend
wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen von L-Arabinose (0,1%, 0,2%, 0,5% und 1%)
die GFP-Expression induziert. Nach 1h bzw. 2h wurde die Probe mit Formaldehyd fixiert
und im FACS ausgewertet.
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Abbildung 7.1: FACS-Analyse der GFP-Fluoreszenz von pBAD18GFP nach Induktion mit L-
Arabinose. Das GFP-Plasmid wurde in E. coli (A-C) und SL1344 (D-F) eingebracht. Nach 4h wurde
mit 0,2%, 1% bzw. 2% L-Arabinose die GFP Produktion induziert. Die Kontrollen erhielten 0,2% Glu-
cose. Nach 1h bzw. 2h wurden Proben entnommen, mit Formalin fixiert und im FACS analysiert. (A,
B, D und E) Beispiele fu¨r SL1344 und E. coli 2h nach Induktion mit L-Arabinose bzw. Glucose. (C und
F) Prozentualer Anteil fluoreszierender Zellen bei unterschiedlichen L-Arabinose Konzentrationen.
Die FACS-Analyse zeigte, dass die Expression des GFP in SL1344 nach der Induktion mit
L-Arabinose in fast 100% der Zellen erfolgt war, in E. coli dagegen durchschnittlich nur in
85% der Zellen. Die Konturen-Blots der FACS-Analyse zeigen die Ergebnisse fu¨r 0,2% L-
Arabinose, sowie die Kontrolle. Diese Konzentration wurde fu¨r die weiteren Experimente
verwendet. In dem pBAD Plasmidru¨ckgrat sollte nun die Expression der toxischen Proteine
erfolgen.
7.1.2 Das Toxin HipA
Zweck dieses Projektes ist es, den Persistenzzustand in Salmonella zu induzieren. Dazu
wurden die in E. coli entwickelten Systeme nach einem Funktionstest in E. coli in den
Wildtypsalmonellenstamm SL1344 eingebracht. Dadurch sollte u¨berpru¨ft werden inwieweit
eine Toxin-Induktion als Modell fu¨r die Salmonellen-Persistenz eingesetzt werden kann.
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Die Identifizierung von hipA als Persistergen gelang durch die noch aktive hipA7 Mutation,
die zu einer gegenu¨ber dem Wildtyp 10 bis 100-fach erho¨hten Zahl an Persistern fu¨hrte
[136]. HipA ist ein Inhibitor des Zellwachstums und somit das Toxin. Das stromaufwa¨rtsge-
legene teilweise u¨berlappende Gen hipB kodiert fu¨r das instabile Antitoxin. Eine gezielte
¨Uberexpression des Toxins HipA fu¨hrte ebenfalls zu einem erho¨hten Auftreten von Persi-
stern [137] [10] [39].
Die fu¨r die folgenden Versuche verwendeten Plasmide wurden von N. Vazquez-Laslop
(pBAD22hipA ) [201] und T. Hill (pBAD24hipA7) [100] bezogen, beide Plasmide sind arabi-
noseinduzierbar. Im Wachstumsassay fand bei Erreichen einer definierten Optischen Dichte
(OD600) die Induktion der hipA Expression durch Zugabe von L-Arabinose statt. Den Kon-
trollen wurde die gleiche Konzentration an D-Glucose zugefu¨hrt. Das Plasmid wurde zuerst
in E. coli getestet, da dort der Pha¨notyp von HipA beschrieben wurde.
Abbildung 7.2: Wachstumskurve von pBAD22hipA in E. coli (XL-10) nach Induktion mit L-
Arabinose bei einer OD600 von ca. 0,5.. Die Induktion fu¨hrt zur Expression von hipA was zum
arretieren der Zellen fu¨hrt. Wa¨hrend die mit Glucose versetzten Kontrollen normal weiter wachsen.
ψ Waschen der Zellen mit neuem Medium ohne L-Arabinose.
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Abbildung 7.3: Wachstumskurve von pBAD24hipA7 in E. coli nach Induktion mit L-Arabinose
bei einer OD600 von ca. 0,5.. Die ¨Uberexpression von hipA7 zeigt in E. coli keine Wirkung auf das
Wachstum.
Die Expression von hipA fu¨hrte wie erwartet in E. coli zu einem Wachstumsstopp. Die-
ser Zustand blieb u¨ber mehrere Tage konstant. Wurde den Bakterien neues Medium ohne
Arabinose gegeben, setzte das Wachstum wieder ein. Das HipA Toxin hatte demnach ei-
ne bakteriostatische Funktion auf die Zellen. Es hemmte das Zellwachstum, aber to¨tete
die Bakterien nicht. Dieser Effekt konnte bei einer Expression von hipA7 nicht beobachtet
werden. Die hipA7-Gensequenz unterscheidet sich von hipA durch zwei Punktmutationen.
Beide Mutationen konnten als notwendig in Hinblick auf die Generierung von Persistern be-
schrieben werden. Durch eine der beiden Mutationen (hipAG22S) verliert das Toxin seine
toxische Wirkung [101]. Das wu¨rde erkla¨ren, warum die ¨Uberexpression des HipA7 Toxins
keinen Effekt zeigte. HipA7 erho¨ht zwar die Frequenz von Persistern bei Antibiotikagabe,
fu¨hrt alleine aber offenbar nicht zu einem Wachstumsstopp.
Fu¨r die Etablierung eines Persistenzmodells in Salmonellen, wurde das pBAD22hipA Plas-
mid anschließend in SL1344 eingefu¨hrt und ein Wachstumsassay unter denselben Bedin-
gungen durchgefu¨hrt.
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Abbildung 7.4: Wachstumskurve von pBAD22hipA in SL1344 nach Induktion mit L-Arabinose
bei einer OD600 von ca. 0,5 nach 2,5h. hipA exprimierende SL1344 zeigten gegenu¨ber der Kon-
trolle ein nur geringfu¨gig verlangsamtes Wachstum.
Die Expression von hipA fu¨hrte in Salmonella Typhimurium statt eines Wachstumsstopps
nur zu einer leichten Verlangsamung des Wachstums. Das getestete HipA-Konstrukt eignet
sich demnach nicht als Persistenzmodell.
7.1.3 Das Toxin RelE
Ebenso wie bei HipBA fu¨hrt auch die ¨Uberexpression des RelBE Toxin/ Antitoxin-Moduls
von E. coli zu einer 10 bis 10 000-fachen Erho¨hung der Persisterzahl. Das Antitoxin RelB
liegt chromosomal stromaufwa¨rts von dem Toxin RelE. Als Reaktion auf Na¨hrstoffmangel
wird dieses TA-Modul aktiviert und bewirkt einen Stillstand der Wachstumsrate, indem RelE
u¨ber den Abbau der mRNA direkt die Translation inhibiert.
Mit der Expression von RelE soll ein anderes TA-Modul als Persistenzmodell in Salmonella
Typhimurium getestet werden. Dazu wurde auch relE unter einem arabinoseinduzierbaren
Promotor verwendet. Dieses pBAD33relE Plasmid stammt von Kenn Gerdes [17].
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Abbildung 7.5: Wachstumskurve von pBAD33relE in SL1344 nach Induktion mit L-Arabinose.
Expression des Toxins RelE hat in SL1344 keinen Einfluss auf das Wachstum.
RelE fu¨hrte aber in Salmonella Typhimurium ebenfalls nicht zu einer Wachstumsblockade.
Auch dieses Toxins ist deshalb fu¨r dieses Projekt nicht geeignet.
7.2 ¨Uberexpression eines Gyrase Inhibitors: SbmC
Wie unter 7.1.2 und 7.1.3 beschrieben, fu¨hrte die Expression der Toxine RelE und HipA aus
E. coli in Salmonella Typhimurium nicht zu dem gewu¨nschten Wachstumsstopp. Fu¨r beide
Toxine konnten keine Homologien in Salmonella Typhimurium gefunden werden. Vazquez-
Laslop et al. konnten zeigen, dass nicht nur TA-Module, sondern auch davon unanha¨ngige
Proteine, deren ¨Uberexpression eine toxische Wirkung auf die Zelle hat, Persisterzahlen
erho¨hen ko¨nnen [201]. Zu diesen za¨hlt unter anderem der Gyraseinhibitor.
Die Gyrase ist ein Enzym, das negatives Supercoiling in die DNA einfu¨gt, welches fu¨r
die Replikation und Transkription notwendig ist. Ein Gyraseinhibitor verhindert somit das
Zellwachstum. SbmC ist ein endogener Gyraseinhibitor von Salmonella Typhimurium. Die
¨Uberexpression des sbmC-Gens sollte zum Stillstand des Wachstums fu¨hren.
Um diese Hypothese zu testen, wurde das sbmC-Gen aus SL1344 in einer PCR ampli-
fiziert und anschließend in das arabinoseinduzierbare Plasmid pBAD18 kloniert. Es folgt
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das Wachstumsassay mit pBAD18sbmC in SL1344. Die Induktion der sbmC-Expression
erfolgte bei einer OD600 von 0,5, nach ca. 3h.
Abbildung 7.6: Wachstumskurve von pBAD18sbmC in SL1344 nach Induktion mit L-
Arabinose bei einer OD600 von ca. 0,5 nach 3h. Eine ¨Uberexpression des Gyraseinhibitors fu¨hrt
in SL1344 nicht zur Wachstumsblockade.
Die ¨Uberexpression des Gyraseinhibitors sbmC fu¨hrte ebenfalls zu keinem Wachstum-
stopp. Keines der drei getesteten Konstrukte ermo¨glichte damit den Aufbau eines Persi-
stenzmodells fu¨r Salmonellen.
7.3 Persistenzzustand durch Behandlung mit Gentamycin
Eine andere Mo¨glichkeit eine Wachstumsblockade in Bakterien hervorzurufen, ist die Be-
handlung mit Antibiotika. Dabei du¨rfen die Zellen jedoch nicht abgeto¨tet, sondern lediglich
in ihrer Vermehrung aufgehalten werden.
Das Aminoglykosid Gentamycin wirkt vor allem bei Gram-negativen Bakterien. Es hemmt
die Proteinsynthese irreversibel durch Blockieren der Translation an den Ribosomen. Als
Folge sind die Zellen nicht mehr in der Lage zu wachsen - die Wirkung von Gentamycin ist
demnach bakterizid.
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Um die Wirkung von Gentamycin auf Salmonellen zu testen, wurde SL1344 1:100 in fri-
sches Medium u¨berimpft und nach einer Inkubation von 3h bei 37 ◦C (OD600 von ca. 2,2; ca.
4x109 KBE/ml), mit unterschiedlichen Konzentrationen von Gentamycin behandelt. Nach
1h, 2h, 3h sowie u¨ber Nacht, wurde durch Ausplattieren die Zahl der noch vermehrungsfa¨hi-
gen Salmonellen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb.7.7 dargestellt.
Abbildung 7.7: Optische Dichte (A) und KBE (B) nach Behandlung mit verschiedenen Kon-
zentrationen an Gentamycin. SL1344 wurde 3h bei 37◦C inkubiert und anschließend mit verschie-
denen Konzentrationen an Gentamycin (60, 120, 250 bzw. 500 µg/ml) behandelt. Nach 1h und 2h
wurde die optische Dichte bestimmt (A) sowie die Zahl teilungsfa¨higer Zellen u¨ber ausplattieren (B).
OD600: optische Dichte, KBE: Koloniebildende Einheiten.
Anhand der optischen Dichte (OD600) la¨sst sich erkennen, dass Gentamycin in allen ver-
wendeten Konzentrationen das Wachstum hemmt. Jedoch sind bei einer niedrigen Kon-
zentration auch nach 2h Inkubation noch zur Replikation fa¨hige Bakterien vorhanden. Erst
nach Inkubation mit 500 µg/ml konnte auch schon nach kurzer Inkubationsdauer keine ver-
mehrungsfa¨higen Salmonellen mehr nachgewiesen werden.
Ziel des na¨chsten Abschnitts war es, Bakterien mit gehemmter Translation in vivo verfolgen
zu ko¨nnen. Dafu¨r wird in diesen Zellen ektopisch GFP exprimiert, welches dann mittels
FACS gemessen werden kann. Da GFP nur in intakten Zellen nachgewiesen werden kann,
du¨rfen diese nicht lysieren. Der Test erfolgte deshalb mit GFP exprimierenden Salmonellen,
deren Wachstum zuvor nach dem oben aufgefu¨hrten Protokoll mit Gentamycin gestoppt
wurden war.
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Abbildung 7.8: FACS-Analyse von SL1344 ∆ssaGH mit pGFP nach ¨Ubernachtinkubation mit
500 µg/ml Gentamycin. Auch nach ¨Ubernachtinkubation mit Gentamycin ist die Hauptpopulation
der Zellen lebensfa¨hig, wenn auch nicht mehr reproduktionsfa¨hig.
Dieser Versuch zeigte, dass die Zellen durch die Behandlung mit Gentamycin nicht lysier-
ten. Diese Zellen konnten nun fu¨r erste Testversuche in vivo verwendet werden. Dabei sollte
festgestellt werden, ob Gentamycin-behandelte-GFP-exprimierende Salmonellen aus der
Milz isoliert werden ko¨nnen.
Der fu¨r die in vivo Testversuche verwendete Salmonellenstamm SL1344 ∆ssaGH ist avi-
rulent. Einige dieser avirulenten Salmonellen u¨berleben im Wirt, lo¨sen aber keine Infektion
aus.
Der SL1344 ∆ssaGH (pGFP) wurde 2h mit Gentamycin inkubiert und BALB/c Ma¨usen in-
traveno¨s verabreicht. An den Tagen 1, 3 und 7 nach der Infektion (p.i.) wurden einige Tiere
geto¨tet und die Milz mittels FACS analysiert. Anhand des Salmonella-Inokulums, welches
fu¨r die Infektion verwendet wurde, konnten im FACS die Gates so eingestellt werden, dass
sich fluoreszierende Bakterien von autofluoreszierenden Zellen aus der Milz unterscheiden
ließen (siehe dazu 7.9).
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Abbildung 7.9: Zweifarben-Fluoreszenz um GFP-fluoreszierende Bakterien in der Milz nach
i.v.-Infektion zu identifizieren. Das Inokulum (A) zeigt die fu¨r die Infektion verwendeten Bakterien
nach 2h Inkubation mit Gentamycin. Daraus konnten die GFP-fluoreszierenden Bakterien einge-
grenzt werden (blau markiertes Gate). (B-D) zeigen GFP-Fluoreszenz von isolierten Zellen der Milz
nach der Infektion: (B) d1 p.i., (C) d3 p.i., (D) d7 p.i. GFP= green fluorescent protein; p.i. = post
Infektion.
Die FACS-Daten lassen erkennen, dass mit Hilfe von GFP Gentamycin-behandelte SL1344
∆ssaGH auch nach 7 Tagen noch aus der Milz isoliert werden ko¨nnen. Die Zahlen fluores-
zierender Zellen sind jedoch sehr klein und erlauben deshalb keine klaren Aussagen, da
es sich hier auch um Artefakte handeln ko¨nnte. Abgeto¨tete Salmonellen sind offenbar nicht
dazu in der Lage in vivo zu u¨berleben, es ko¨nnte aber auch an anfa¨nglich no¨tiger Anpas-
sung an die in vivo-Verha¨ltnisse liegen. Die spa¨tere Notwendigkeit der Translation bleibt
unklar.
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7.4 Persistenzmodell mit spezifischen Mutanten von Sal-
monella Typhimurium
Durch zusa¨tzliche Mutationen sollten Gene identifiziert werden, die von den Bakterien
wa¨hrend der Persistenzphase und fu¨r den Aufbau dieses Zustands essentiell sind, um
dadurch neue Angriffziele fu¨r Antibiotika gegen chronische Infektionen identifizieren zu
ko¨nnen.
Da die ersten Versuche, ein Persistenzmodell durch ¨Uberexpression eines fu¨r die Zelle
toxischen Proteins zu erzeugen, nicht zum Erfolg fu¨hrten, sollte versucht werden, den Per-
sistenzzustand durch gezielte Mutation zu erreichen. Dabei wurden 2 verschiedene Wege
untersucht. Zum einen sollte der Persistenzstatus dadurch erreicht werden, dass die Zel-
len durch einen Stoffwechseldefekt am Wachstum gehindert sind (∆purA, Purinbiosynthese
[79]) und zum anderen durch das Fehlen von SPI-2 Virulenzfaktoren, welche die intrazel-
lula¨re Replikation der Salmonellen in Makrophagen ermo¨glichen (∆ssaGH [130]). Fu¨r beide
Mutationen ist bekannt, dass sie nach intra veno¨s (i.v.)-Infektion mehrere Wochen im Wirt
persistieren ko¨nnen ohne klinische Symptome hervorzurufen [142] [130]. Diese Beobach-
tungen sollten hier zuna¨chst besta¨tigt werden.
Abbildung 7.10: KBE von SL1344, SL1344 ∆ssaGH und SL1344 ∆purA in der Milz an d1, d3
und d7. Mit SL1344 infizierte Ma¨use wurden spa¨testens an Tag 3 geto¨tet, um sichtbare Leiden zu
verhindern. p.i.: post Infektion, KBE: Koloniebildende Einheit.
Der Salmonella Typhimurium Wildtypstamm SL1344 verzehnfacht seine Anzahl in der Milz
jeden Tag. An Tag 3 konnten ca. 107 KBE isoliert werden. Der Versuch mit SL1344 wur-
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de an dieser Stelle abgebrochen. Die Mutante mit dem Virulenzdefekt, SL1344 ∆ssaGH,
zeigte initial eine Erho¨hung in der Keimzahl, spa¨ter fand kaum noch eine Vermehrung statt.
Dadurch, dass dieser Stamm noch in der Lage ist, sich mehrmals zu teilen, bevor er per-
sistiert, ist er nicht optimal um molekulare Mechanismen der Persistenz zu untersuchen.
Die Stoffwechselmutante SL1344 ∆purA war dagegen kaum in der Lage sich in infizierten
Ma¨usen zu vermehren und besta¨tigt somit schon bekannte Ergebnisse [142] [34].
Im genetischen Hintergrund dieser beiden Salmonellensta¨mme wurden weitere Mutationen
eingefu¨gt, in Genen die wa¨hrend einer akuten Infektion im Typhoid-Fieber-Modell essentiell
sind [4]. Zu diesen za¨hlen asd, ubiC und ribB [211] [22] [165]. Des Weiteren wurden ppk
[155] bzw. trx deletiert, da hier fru¨here Daten eine Bedeutung wa¨hrend der stationa¨ren
Phase signalisieren [9] [96]. Eine Auflistung der ausgewa¨hlten Zielgene ist in der folgenden
Tabelle zu sehen.
Gen Protein Bedeutung
asd Aspartat-Semialdehyd-Dehydrogenase Biosynthese und Degradierung des
Mureinsacculus und des Peptidoglycan
ribB 3,4 Dihydroxy-2-Butanon-4-Phosphat-Synthase Biosynthese von Riboflavin und Kofaktoren:
FMN, FAD; Bedeutung z.B. im Citratzyklus
ppk Polyphosphat-Kinase Proteinabbau bei Aminosa¨uremangel
trx Thioredoxin 1 Redox-Faktor, Synthese von Gluthation und Analoga
ubiC Chorismatpyruvat Lyase Biosynthese von Menaquinon und Ubiquinon
Tabelle 7.1: ¨Ubersicht u¨ber die ausgewa¨hlten Zielgene und deren Bedeutung fu¨r die
Zelle.
Die Mutanten ∆asd und ∆ribB ko¨nnen nur bei Zugabe von DAP (Diaminopimelinsa¨ure)
bzw. Riboflavin ins Medium wachsen. Die ∆ubiC Mutante zeigte durch den Genverlust stark
verlangsamtes Wachstum.
Die Generierung der Mutanten erfolgte u¨ber Allel-Austausch der Zielgensequenz gegen
eine Kanamycinresistenz-Kassette [24]. In einer PCR-Reaktion wurde die Kanamycin-Kas-
sette mit terminalen 40 bp Anha¨ngen, welche homolog zu den flankierenden Bereichen des
Zielgens waren, amplifiziert. Dieses DNA-Fragment wurde anschließend in den Zielstamm
per Elektrotransformation eingebracht. Durch homologe Rekombination wurde das Zielgen
durch die Kanamycin-Kassette ersetzt. Um diesen Prozess in der Zelle sogar bei nur kur-
zen Homologiebereichen zu ermo¨glichen, enthielt der Zielstamm (SL1344 ∆ssaGH oder
SL1344 ∆purA ) ein Helfer-Plasmid mit der Lambda-red-Rekombinase (pKD46). Positive
Klone konnten in einer PCR-Reaktion mit außerhalb des Zielgens liegenden Primern ermit-
telt werden. Eine ¨Ubersicht u¨ber die Mutantenerzeugung nach Datsenko ist in Abbildung
7.11 dargestellt.
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Abbildung 7.11: Mutagenese in Salmonella nach Datsenko. Bei dieser Methode der Muta-
genese wird das Zielgen durch eine Kanamycinresistenz-Kassette (Kan) ausgetauscht. In einer
PCR-Reaktion wird die Sequenz der Kan-Kassette vervielfa¨ltigt. Die verwendeten Primer enthal-
ten zusa¨tzlich an den Enden jeweils 40 bp der 5‘ bzw. 3‘ Sequenz des Zielgens. Das PCR-Produkt
wird u¨ber Elektroporation in den Zielstamm transformiert. Durch die vom pKD46-Plasmid kodierte
Rekombinase wird in der Bakterienzelle die homologe Rekombination zwischen Zielgen und Kan-
Kassette gefo¨rdert. Kan: Kanamycinresistenz, A: Zielgen.
Ist ein Salmonellenstamm mit einer definierten Mutation generiert wurden (Datsenko- Me-
thode), kann diese sehr einfach mittels eines Bakteriophagens in einen anderen Salmonel-
lenstamm u¨bertragen werden (allgemeine Phagentransduktion). Der P22-Phage ist spe-
zifisch fu¨r Salmonella. Die P22 HT105/1 int-201-Mutante dieses Phagens erwies sich in
der Molekularbiologie als sehr hilfreich [180]. Durch eine Nukleasenmutante, die weniger
spezifisch den lysogenen Phagen an den pac-Stellen herausschneidet, hat dieser P22 ei-
ne hochtransduzierende Frequenz (HT). Die int-Mutation verhindert das stabile Lysogene
entstehen.
Fu¨r die Mutagenese mittels Phagentransduktion wurde der Donorstamm, der die Kanamy-
cin-Kassette anstelle des Zielgens enthielt, u¨ber Nacht mit dem Phagen inkubiert. Nach
Herstellung des Phagenlysats wurde eine ¨Ubernachtkultur des Rezipienten, welcher die
Mutation erhalten sollte, zusammen mit dem Phagenlysat inkubiert. Die Ansa¨tze wurden
anschließend mit EGTA behandelt, um eine Mehrfach-Phageninfektion zu verhindern. Die
Selektion auf positive Klone erfolgte u¨ber die Resistenz gegenu¨ber Kanamycin, mittels PCR
und wenn sinnvoll durch Besta¨tigung der erwarteten Auxotrophie (∆asd und ∆ribB).
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Abbildung 7.12: Mutagenese u¨ber allgemeine Phagentransduktion mittels P22 HAT 105/1
int-201. Durch den Einbau beliebiger DNA-Fragmente in seine Proteinhu¨lle ermo¨glicht diese P22-
Phagenmutante die ¨Ubertragung einer Kanamycinresistenz-Kassette in einem Gen (z.B. ∆ribB) in
eine andere Salmonellenmutante (z.B. ∆purA ). Dafu¨r wird der Spenderstamm (Donor) mit Phagen
infiziert. Die daraus entstehenden neuen Phagen enthalten teilweise auch den Genabschnitt mit der
Kan-Kassette. Das Phagenlysat wird anschließend mit dem Rezipienten (Salmonellenstamm mit an-
derer Mutation) inkubiert. ¨Uber homologe Rekombination wird das Zielgen durch die Kan-Kassette
ausgetauscht. Die neue Mutante besitzt nun beide Mutationen. Kan: Kanamycinresistenz.
Um Phagenkontaminationen in den Transduktanden auszuschließen, wurden die positiven
Klone zweimal auf EBU-Platten ausgestrichen. ¨Uber Farbselektion auf diesen gru¨nen Plat-
ten konnten die Klone ausgewa¨hlt werden, welche keine Phagen mehr enthielten. Wa¨hrend
nichtlysogene Bakterien auf diesen Platten hellleuchtende Kolonien bilden, erscheinen mit
P22 kontaminierte Salmonellen durch pH- ¨Anderung nach Lyse einiger Bakterien dunkel-
blau. Eine ¨Ubersicht u¨ber die Mutantenerzeugung mittels Phagentransduktion zeigt Abbil-
dung 7.12. Enthielt der Rezipient schon eine Kanamycin-Kassette so musste diese zuvor
entfernt werden. Dafu¨r wurde das CP20-Helferplasmid in diesen Stamm eingebracht. Die-
ses kodiert fu¨r eine FLP-Rekombinase hinter einem temperatursensitiven Promotor, welche
die Kanamycin-Kassette aus dem Genom entfernt [36] [24]. Die Selektion auf positive Klo-
ne erfolgte erneut u¨ber die Resistenz gegenu¨ber Kanamycin, mittels PCR (siehe 7.11) und
wenn sinnvoll durch Besta¨tigung der erwarteten Auxotrophie (∆asd und ∆ribB).
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Abbildung 7.13: Kontroll-PCR fu¨r die ∆ssaGH-Mutation von den Klonen 1-6 nach Phagen-
transduktion. Nach PCR mit ssaGH spezifischen Primern weisen alle erhaltenen 6 Klone die La¨nge
des mutierten ssaGH auf. Durch entfernen der Kanamycin-Kassette ist das Fragment kleiner als das
Wildtypfragment. WT=Wildtypkontrolle. M=Mutantenkontrolle.
Mit Hilfe dieser beiden Methoden zur Mutagenese konnten die gewu¨nschten zusa¨tzlichen
Mutationen in den SL1344 ∆ssaGH und SL1344 ∆purA eingefu¨hrt werden. Die Doppel-
mutanten wurden fu¨r eine i.v.-Infektion von BALB/c Weibchen eingesetzt. Die Analyse der
Keimzahl in der Milz erfolgte erneut an d1, d3 und d7 nach der Infektion.
Im Folgenden sind die Ergebnisse fu¨r die Einzelinfektionen mit den Doppelmutanten im
Hintergrund beider Parentalsta¨mme dargestellt, soweit sie bis zum Ende dieser Arbeit ge-
neriert und getestet werden konnten. Die i.v.-Infektion erfolgte mit 106 KBE aus stationa¨rer
Phase in 100 µl 1 x PBS. Die Milz wurde an den Tagen 1, 3 und 7 pra¨pariert, und durch
Ausplattieren verschiedener Verdu¨nnungsstufen wurde die Keimzahl bestimmt.
Jede der Mutationen konnte im SL1344 ∆ssaGH Hintergrund generiert und fu¨r die Infektion
verwendet werden. Nur die Mutanten ∆ribB, ∆asd und ∆ppk konnten ebenso erfolgreich
im SL1344 ∆purA Hintergrund erzeugt werden. Die Versuche wurden insgesamt 3 mal mit
jeweils 2-3 Tieren pro Gruppe durchgefu¨hrt (siehe Abbildung 7.14). Die nach der Infektion
aus der Milz isolierten Bakterien wurden mittels PCR bezu¨glich ihrer Identita¨t besta¨tigt.
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Abbildung 7.14: ¨Ubersicht u¨ber die Keimzahlen der Parentalsta¨mme und Doppelmutanten in
der Milz an d1, d3 und d7 nach der i.v. Infektion. Dargestellt sind die Mutationen ∆ribB, ∆asd,
∆ppk, ∆trx, ∆ubiC im Hintergrund einer ∆ssaGH bzw. ∆purA Mutation. p.i.: post Infektion, KBE:
Koloniebildende Einheiten.
Ungefa¨hr ein Zehntel des Inokulums gelangte nach i.v.-Infektion in die Milz (D. Bumann,
persl. Mitteilung). Die Doppelmutanten von ∆trx, ∆ppk und ∆ubiC zeigten ein vergleichba-
res Verhalten wie die entsprechenden Einzelmutanten alleine. Zu Beginn eine Erho¨hung in
der Keimzahl im Fall von ∆ssaGH mit anschließender Stabilisierung und im Fall von ∆purA
ein initiales Absinken der Keimzahl. Diese betroffenen Gene scheinen demnach keine es-
sentielle Rolle in der Etablierung des Persistenzzustands zu spielen. Dagegen zeigten die
Mutationen von ribB und asd, dass die entsprechenden Genprodukte fu¨r diesen Prozess
von Bedeutung sind. In beiden Fa¨llen waren die Doppelmutanten nicht dazu in der Lage,
eine konstante Zahl an Zellen in der Milz aufrechtzuerhalten. Die ∆asd-Mutation wirkt sich
im ∆ssaGH Hintergrund besonders drastisch aus. Durch den zusa¨tzlichen Verlust des asd-
Gens ist dieser Stamm nicht in der Lage eine neue Zellwand auszubilden, als Folge lysieren
die Bakterien bei der Teilung. An Tag 1 konnten noch ein paar wenige KBE isoliert werden,
jedoch nicht zu spa¨teren Zeitpunkten. Ein Grund dafu¨r ko¨nnte die initiale Vermehrung von
∆ssaGH sein.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Doppelmutanten sind makroskopisch erkennbar,
deshalb wurden die an Tag 7 pra¨parierten Milzen fotografiert, und sind in Abbildung 7.15
dargestellt.
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Abbildung 7.15: Milzen an Tag 7 nach i.v. Infektion mit den verschiedenen Doppelmutanten.
Die Gro¨ße der Milz zeigte eine ¨Ubereinstimmung mit der Zahl an KBE in der Milz an Tag 7 nach der
Infektion.
Die Ergebnisse der KBE-Zahlen an Tag 7 p.i. waren auch makroskopisch an der Gro¨ße
der Milz zu erkennen. Die Mutanten, bei denen an Tag 7 zwischen 105 und 107 KBE aus
der Milz isoliert werden konnten, zeigten auch eine starke Vergro¨ßerung der Milz, vor allem
die ∆ssaGH ∆trx Mutante. An Tag 7 nach Infektion mit den beiden ∆ribB Doppelmutanten,
deren Zahl nach der Infektion stetig abnahm, hatte die Milz ihre normale Gro¨ße.
Mit Hilfe der beiden Mutationen ∆ssaGH und ∆purA konnten zwei Persistenzmodelle eta-
bliert werden. Da beide Sta¨mme nicht vo¨llig inaktiv sind, sondern sich noch (langsam) ver-
mehren, sind sie als Modell fu¨r Dormanz jedoch nicht optimal. Um das Modell zu optimieren,
wa¨re eine Kombination der Mutationen ssaGH bzw. ∆purA und die ¨Uberexpression eines
toxischen Proteins mo¨glicherweise sinnvoll.
Durch Einfu¨gen von zusa¨tzlichen Mutationen konnten einige Faktoren auf ihre Rolle wa¨hrend
der Persistenz untersucht werden. Wa¨hrend der Verlust von ppk, trx und ubiC auf die Per-
sistenz keinen wesentlichen Einfluss hat, scheinen die Gene ribB und asd fu¨r die Zelle
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essentiell zu sein.
Nur ∆ribB und ∆asd zeigten eine beeintra¨chtigte Persistenz. Da es jedoch bei beiden Mu-
tanten u¨ber einen Zeitraum von einer Woche nur zu einer Abnahme um das ca. 10 - 100fa-
che kam, sind diese Ziele fu¨r eine Antibiotika-Therapie bei persistierenden Infektionen of-
fenbar nur bedingt geeignet. ¨Uberraschend ist, dass Gene, welche bei der akuten Infektion
essentiell sind (keine KBE der Mutanten in vivo nach 4 Tagen) nur geringen (asd, ribB)
oder gar keinen Effekt (ubiC) wa¨hrend der Persistenz haben. Dies zeigt, wie schwer es ist,
eine geeignete Antibiotika-Therapie zu entwicklen.
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8. Diskussion
Persistierende Pathogene stellen ein großes gesundheitliches Problem dar. Nach einer aku-
ten Infektion ko¨nnen einige der pathogenen Erreger innerhalb der Wirtsorgane u¨berdauern,
sogar in Gegenwart einer Immunreaktion des Wirtes. Durch kontinuierliche Abgabe dieser
Krankheitserreger z.B. in Urin oder Stuhl stellen die chronisch infizierten Wirtsorganismen
ein bedeutendes Reservoir dar. Fu¨r Pathogene mit einem sehr begrenzten Wirtsspektrum
wie Salmonella Typhi ist dieses Merkmal fu¨r eine erfolgreiche Transmission von entschei-
dender Bedeutung. Persistierende Bakterien liegen vermutlich in einem dormanten Zustand
vor, der eine Behandlung mit herko¨mmlichen Antibiotika erschwert, da diese zumeist nur
aktive Prozesse in der Bakterienzelle angreifen. Persister sind dabei keine Mutanten und
auch nicht unbedingt resistent gegenu¨ber den Antibiotika, sondern eher pha¨notypische Va-
rianten des Wildtyps, die sich in einem dormanten Zustand mit geringem Level an Pro-
teinsynthese befinden. Um auch diese Bakterien-Subpopulation zu vernichten und somit
eine Infektion schnell und vollsta¨ndig zu beka¨mpfen, ist ein umfassendes Versta¨ndnis der
Interaktion zwischen Wirt und Pathogen erforderlich.
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte deshalb der Persistenzzustand in Salmonella Typhimu-
rium, dem Erreger einer Typhus-a¨hnlichen Erkrankung in der Maus, induziert werden, um
dann durch Mutationen in wichtigen Lebensprozessen der Bakterien essentielle Faktoren
des Persistenzzustands zu identifizieren, die effektive Ziele fu¨r neue Antibiotika darstellen
ko¨nnen.
Innerhalb einer Bakterienpopulation existiert eine Subpopulation, welche sich in einem
Zustand der Stasis befindet. Diese sich nicht vermehrende Subpopulation kommt jedoch
nicht nur in Pathogenen vor, da der Zustand auch anderen Bakterien dazu dient, sich an
ungu¨nstige Umweltbedingungen anpassen zu ko¨nnen [109]. Mo¨glicherweise sind Persister
wichtige
”
altruistische“Zellen, die ihr Wachstum eingestellt haben, um das ¨Uberleben der
Population bei kritischen Lebensbedingungen zu sichern [114] [53]. Vor allem in Biofilmen
sind Persister dafu¨r verantwortlich, dass diese zumeist multitolerant gegenu¨ber Antibiotika
sind. Sollte die Hauptpopulation einer Bakterienkolonie zum Beispiel durch Antibiotika ab-
geto¨tet werden, u¨berleben die Persister und durch deren Reaktivierung bilden sie eine neue
Population aus, welche erneut eine Infektion auslo¨sen kann. Anders als resistente Mikroor-
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ganismen sind diese jedoch noch immer prinzipiell sensitiv gegenu¨ber den Antibiotika. Das
intrazellula¨re Pathogen Mycobacterium tuberculosis (Mtbc) ist ein wichtiges Beispiel dafu¨r.
Die Antibiotikabehandlung gegen eine Mtbc Infektion erstreckt sich u¨ber mehrere Monate,
um auch die Persister zu erreichen. Trotzdem u¨berlebt immer noch ein kleiner Anteil eine
solche Behandlung. Durch die lange Therapiezeit wird auch die Mo¨glichkeit erho¨ht, dass
sich Resistenzen gegenu¨ber den verwendeten Antibiotika ausbilden ko¨nnen. Ein großer
Nachteil ist auch, dass viele Patienten die Therapie vorzeitig abbrechen und dann einen
Ru¨ckfall erleiden ko¨nnen. Eine Verringerung der Behandlungszeit durch Antibiotika, die di-
rekt auf dormante Bakterien zielen, ko¨nnte diese Probleme lo¨sen.
Um neue Targets fu¨r Antibiotika zu finden, mu¨ssen Schlu¨sselprozesse fu¨r das ¨Uberleben
dieser Persister identifiziert werden. Dafu¨r muss zuerst einmal der Persistenzzustand in
Salmonella Typhimurium induziert werden, um anschließend mit Hilfe von Mutationen fu¨r
die Persistenz notwendige Prozesse zu identifizieren. Expressionsmuster von Persistern
zeigten eine starke Erho¨hung in der Aktivita¨t von Toxin/Antitoxin-Modulen (TA-Module), wo-
hingegen die Expression von wichtigen Enzymen fu¨r den Energiestoffwechsel sowie Flagel-
lensynthese und Chemotaxis herunterreguliert waren [182]. Die Toxine dieser TA-Module,
welche essentielle Lebensprozesse der Bakterienzelle inhibieren, ko¨nnen u¨ber 2 Wege re-
guliert werden. Zum einen u¨ber antisense-RNA und zum anderen u¨ber Antitoxin-Proteine.
Letztere sind die oben erwa¨hnten Toxin/ Antitoxin-Module, bei denen zumeist das instabile
Antitoxin mit dem stabilen Toxin einen inaktiven Proteinkomplex bildet. Wa¨hrend fu¨r E. coli
11 solcher TA-Module bekannt sind, besitzt Mycobacterium tuberculosis sogar 38 chro-
mosomale TA-Module. Sie modulieren die globalen Level an Translation und Replikation
wa¨hrend Na¨hrstoffknappheit. Bei Aminosa¨uren- und Kohlenstoffquellenmangel regulieren
die freilebenden Bakterien ihre Synthese stabiler RNAs (rRNA und tRNA) und somit ihren
Metabolismus herunter. Ausgehend von diesen Daten sollte hier getestet werden, ob mit
solchen TA-Modulen direkt ein Persistenz-Zustand in Salmonellen induziert werden kann.
Da fu¨r Salmonella Typhimurium bis zum jetzigen Zeitpunkt keine derartigen TA-Module be-
kannt sind, sollten zuerst zwei wichtige Toxine von E. coli, HipA (aus HipBA) und RelE (aus
RelBE), in diesem Stamm getestet werden.
Ein in E. coli wirksames hipA -Konstrukt wurde dafu¨r in den Zielsalmonellenstamm einge-
bracht und getestet. Hier konnte jedoch keine Wachstumshemmung erzielt werden, ebenso
erfolglos waren entsprechende Versuche mit dem zweiten Toxin RelE. Mo¨glicherweise sind
in Salmonella die Zielsequenzen der beiden Enzyme nicht vorhanden, so dass sie hier kei-
nerlei Wirkung entfalten ko¨nnen. Bei HipA handelt es sich um eine Serinkinase. Auf welche
Art und Weise sie das Zellwachstum in E. coli hemmt, ist jedoch noch nicht klar [21].
Neben einer Expression von Toxinen kann die ¨Uberexpression bestimmter Enzyme einen
Wachstumstopp zur Folge haben, wie z.B. Chaperone oder Gyraseinhibitoren [201]. Um
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diese Hypothese zu testen, wurde sbmC ausgewa¨hlt, ein Gen welches fu¨r einen Gyrasein-
hibitor von Salmonella Typhimurium kodiert. Wie schon fu¨r die beiden Toxine wurde auch
hier eine L-Arabinose induzierbare Expressionskassette verwendet. Aber auch im Fall einer
¨Uberexpression von SbmC konnte kein Wachstumsstopp detektiert werden.
Alternativ sollte die gewu¨nschte Wachstumsinhibierung mit Hilfe eines Antibiotikums er-
reicht werden, ohne aber zu einer Lyse der Zellen zu fu¨hren. Das Aminoglykosid Gentamy-
cin hemmt irreversibel die Translation, so dass die Bakterien nicht in der Lage sind neue
Proteine zu synthetisieren und zu wachsen.
Nach in vivo Verabreichung solcher Gentamycin-behandeltenen mit GFP-markierten Sal-
monellen an BALB/c-Ma¨usen kam es allerdings innerhalb von einem Tag zu einer schnellen
Zersto¨rung, so dass keine Persistenz beobachtet werden konnte. Entweder sind andau-
ernde Salmonellen-Aktivita¨ten zur Aufrechterhaltung der Persistenz no¨tig, oder es kommt
lediglich auf eine initiale Anpassung der Salmonellen an die Wirtsumgebung an, die in
Gentamycin-behandelten Salmonellen nicht stattfinden kann.
Schließlich wurde ein bekanntes Persistenz-Modell durch spezifische Deletionen im Salmo-
nella Typhimurium Genom verwendet. Bekannt war, dass das Fehlen von ssaGH und purA,
zwei Genen deren Proteine in vollkommen unterschiedlichen Prozessen von Bedeutung
sind, zu einem weitgehendem Wachstumsstopp der Mutanten fu¨hrt. Die ssaGH Mutante
mit Defekt in der Regulierung der SPI-2 Genexpression zeigte nach der Infektion initial eine
mit dem Wildtypstamm vergleichbare Zunahme der Kolonienzahl, um sich dann ab Tag 1
nur noch gering zu vermehren. Sie konnte auch noch nach 7 Tagen aus der Milz isoliert
werden. Durch den Verlust des purA Gens dagegen, wodurch die Zellen keine Purine fu¨r
DNA oder RNA Synthese mehr produzieren konnten, starben sie initial ab. Anschließend
jedoch nahm ihre Zahl langsam wieder zu, so dass auch diese Mutante noch nach einer
Woche aus der Milz isoliert werden konnte. Verglichen mit der ssaGH Mutante war de-
ren Zahl jedoch um ein vielfaches geringer. Die anfa¨nglichen Teilungen zeigen, dass diese
Mutanten nicht vollkommen inaktiv sind und als Persistenzmodell aus diesem Grund auch
noch nicht optimal sind. Ein ideales Modell wu¨rde keine initialen Teilungsraten mehr auf-
weisen. Um das in der Zukunft zu erreichen, ko¨nnten die beiden Mutationen der einzelnen
Parentalsta¨mme untereinander oder mit der ¨Uberexpression eines fu¨r die Bakterienzelle to-
xischen Proteins kombiniert werden. Jedoch sind beide Sta¨mme in der Lage, in der Milz der
Maus fu¨r den Zeitraum von mindestens einer Woche zu persistieren und wurden deshalb
fu¨r erste Experimente eingesetzt.
Um wichtige Gene zu identifizieren, welche die Zelle braucht, um in diesem Zustand zu
u¨berleben, wurden zusa¨tzliche Mutationen eingefu¨gt.
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Becker et al. demonstrierten mit Proteomics und in vivo Analysen die Wichtigkeit folgen-
der Gene wa¨hrend einer akuten Infektion im Typhoid-Fieber-Modell: asd (Semialdehyd-
Dehydrogenase), ubiC (Chorismat-Pyruvat-Lyase) und ribB (Phosphat-Synthase) (siehe
Abschnitt 7.4) [4]. Diese Gene wurden deshalb als Zielgene fu¨r dieses Projekt ausgewa¨hlt.
Von den drei Mutationen zeigte ubiC ein mit dem ssaGH Parentalstamm vergleichba-
res Verhalten, so dass die daru¨ber kodierte Chorismat-Pyruvat-Lyase in der Ubichinon-
Biosynthese demnach keine essentielle Funktion innerhalb der ersten 7 Tage der Persi-
stenz hat. Die von asd und ribB kodierten Proteine dagegen verdeutlichten eine essenti-
elle Rolle fu¨r die Salmonellen-Persistenz im Wirt. Die beim Aufbau der Zellwand beteiligte
Semialdehyd-Dehydrogenase ist vor allem zu Beginn der Infektion notwendig, da sie fu¨r
die Segregation der Zellen, bevor sie in den Ruhezustand u¨bergehen, unerla¨sslich ist. Die
Infektionen mit den Parentalsta¨mmen alleine zeigten, dass sich die ssaGH-Mutante initi-
al vermehrt, wa¨hrend die Zahl der purA Mutanten in der Milz zu Beginn abnahm, jedoch
anschließend wieder anstieg. Die wenigen Teilungsvorga¨nge die der ssaGH-Stamm noch
vollzieht, sind ausreichend das die ssaGH asd Mutante nicht im Wirt kolonisieren und dem-
nach auch nicht mehr nach 7 Tagen aus der Milz isoliert werden kann. Im purA Hintergrund
zeigt die asd Mutation initial einen a¨hnlichen absteigenden Infektionsverlauf wie der Paren-
talstamm allein, im Gegensatz zu diesem ist er jedoch nicht in der Lage seine Zahl wie-
der zu erho¨hen, u¨berdauert aber in signifikanten Mengen. ¨Ahnliche Ergebnisse ließen sich
auch bei der ribB Mutation in beiden Parentalsta¨mmen beobachten. Sowohl Zellwandsyn-
these als auch Riboflavin-Stoffwechsel sind demnach fu¨r Salmonellen-Persistenz wesent-
lich. Andererseits zeigt die niedrige, aber dauerhafte Besiedlung von Mausorganen durch
diese Mutanten, dass die entsprechenden Enzyme keine geeigneten Zielmoleku¨le fu¨r eine
rasche antimikrobielle Chemotherapie von Persitern darstellen.
Fu¨r zwei weitere Gene deren Bedeutung in der stationa¨ren Phase liegen, ppk (Polyphos-
phat-Kinase) und trxA (Thioredoxin 1; Redox-Faktor), konnte keine Rolle in der Aufrechter-
haltung des dormanten Zustands der Zelle dargelegt werden, denn beide zeigten eine mit
dem Parentalstamm vergleichbare Kolonisierung der Milz.
Die Ergebnisse zeigen, dass es schwierig sein ko¨nnte eine geeignete Antibiotika-Therapie
gegen Persister zu entwickeln, da selbst Gene die bei einer akuten Infektion essentiell
sind, nur geringen (asd, ribB) oder gar keinen Einfluss (ubiC) auf die Persistenzausbildung
hatten und auch Mutationen in anderen fu¨r die Zelle bei Kolonisierung und ¨Uberleben in
Wirtszellen wichtigen Genen wie trxA und ppk keinen Effekt zeigten.
Weitere Untersuchungen ko¨nnten die Rolle von weiteren zentralen Aspekten der Salmo-
nellen-Biologie fu¨r die Persistenz in infizierten Wirtsgeweben kla¨ren und die Eignung ent-
sprechender Zielenzyme fu¨r eine antimikrobielle Therapie bestimmen.
79
9. Material
9.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme
Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden in p.A. Qualita¨t von Roth, Sigma,
Fluka, Merck, BD und Gibco bezogen. Enzyme stammten von Fermentas, New England
Biolabs, Invitrogen und Promega.
9.2 Na¨hrmedien, Medienzusa¨tzen und Antibiotika
LB-Medium:
- LB-Medium (Lennox) fu¨r die Mikrobiologie (Roth) 20g
- 1l destilliertes H2O
LB-Agar:
- 20 g LB-Medium
- 20 g Agar
- 1l destilliertes H2O
EBU-Agar:
- 20 g LB-Medium
- 20 g Agar
- mit 960 ml dH2O auffu¨llen, nach dem autoklavieren Zugabe von:
- 1250 µl 1% Evans-Blue-Lo¨sung
- 2,5 ml 1% Fluorescein-Lo¨sung
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- 40 ml 12,5% K2HPO4-Lo¨sung
- 12,5 ml 20% Glucose-Lo¨sung
- Antibiotika und Zusa¨tze wie beno¨tigt
SOC-Medium:
- 20 g Bacto-Trypton
- 5 g Bacto-Hefeextrakt
- 0,5 g NaCl
- 10 ml 250mM KCl
- pH 7,0 einstellen (mit NaOH); nach autoklavieren Zugabe von:
- 10 ml 1M MgCL2
- 10 ml 1M MgSO4
- 20 ml 1M Glucose
M9-Minimal-Medium:
- 20 ml 5x M9 Salz
- 2 ml 20% Glucose-Lo¨sung
- 100 µl 100mM MgSO4 x 7 H2O
- 1 ml 0,4% Histidin
- 77 ml H2O
- pH 6,0 bzw. pH5,8 einstellen; sterilfiltrieren
5x M9 Salz:
- 12,8 g Na2HPO4 x 7 dH2O
- 3 g KH2PO4
- 0,5 g NaCl
- 1 g NH4Cl
- pH 6.0 einstellen; sterilfiltrieren
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Antibiotika/Zusa¨tze Stammlo¨sung Arbeitskonz. Hersteller
Streptomycin 90 mg/ml in H2O 90 µg/ml Sigma (S6501)
Ampicillin 100 mg/ml in H2O 100 µg/ml Roth (K029.2)
Kanamycin 50 mg/ml in H2O 50 µg/ml Roth (T832.3)
Chloramphenicol 20 mg/ml in 70% 20 µg/ml Roth (3886.1)
Gentamycin 50 mg/ml 500 µg/ml Gibco
Diaminopimelinsa¨ure 25 mg/ml 50 µg/ml Sigma (D1377-104)
9.3 Puffer
PBS (10x), pH 7,4
- 2 g KCl
- 80 g NaCl
- 2,4 g KH2PO4
- 14,4 g NaH2PO4
TBE (10x), pH 8,3
- 108 g Tris
- 40 ml EDTA (0,5M)
- 54 g Borsa¨ure
9.4 Kits
Isolierung genomischer DNA
NucleoSpin R©, Plasmid Quick Pure [Machery-Nagel; 740615.250]
- starkes vortexen bei Schritt 2 und 3
Plasmidpra¨paration
Wizard Plus SV MiniPreps [Promega]
Plasmid dna-OLS [OLS Omni Life Science]
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PCR-Aufreinigung und Gelextraktion
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System [Promega]
RNA-Isolierung und Aufreinigung
RNeasy Plus Mini Kit [Qiagen]
9.5 Laborausstattung
Die Laborausstattung stammte von Becton Dickinson, Eppendorf, Greiner und Sarstedt,
wenn nicht anders angegeben.
9.6 Oligos
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG Biotech bezogen.
Bezeichnung 5->3 Sequenz Bemerkung
Teil 1
phoP P1 AACGCTAGACTGTTCTTATT
GTTAACACAAGGGAGAAGAGG
TGTAGGCTGGAGCTGCTTC mit Kanamycin-Sequenz
phoP P2 CGCAGCGACAGCGGCAGA
AAATGGCGAGCAAATTTATTCA
ATTCCGGGGATCCGTCGACC mit Kanamycin-Sequenz
phoP P3 ATCCCCAAAGCACCATAATC
phoP P4 TCGCCAGCAAAAAACGAACC
sipB P1 TCTGGAGGCGCTAAAAACGG
sipB P2 GGCGGGATTTATTCCCACAC
ssrB P3 ATGATCTTCAAAAACTAC
ssrB P4 TGCGTGGCGTAAGGCTCA
Teil 2
asd fwd GCAGATTACCGTTCGCATCA
asd rev GGCGAAGCGTTAACCGGTAT
purA fwd GCTGTATATCTGAAAAAGCG
purA rev ACACAGCAATGTATCACACT
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ribB fwd GTGTTCCGGCTTACGTCGTC
ribB rev CGGCATTGACTCATGAACCT
ssaGH fwd TTCTAAATTTTGCTATGTTG
ssaGH rev CTGCAGAGGACTTTACATAA
ubiC fwd CCCCCCGTAATGTCTTTTCT
ubiC rev AAACGGTGAAACGCCAGCAG
trxA P1 GCTACACCAACACGCCAGGC
TTATTCCTGTGGAGTTATATGT
GTAGGCTGGAGCTGCTTC mit Kanamycin-Sequenz
trxA P2 CCAGCTGCCTAGGGGCCTT
ATGGAAAATATGCAGCTTACT
GTTTCCGCGACATACCAGT mit Kanamycin-Sequenz
trxA fwd GCTGGTTCACCTTGCGA
trxA rev GACAACAGACGCCACGA
ppk P1 TCAGGCAGTGTCCCGTGAAT
AAAACGGAGTATAGGTAGTAGT
GTAGGCTGGAGCTGCTTC mit Kanamycin-Sequenz
ppk P2 CCAGCTGCCTAGGGGCCT
TAGCGATACGGTTAAATGCTA
TTTAGGGGAGCAGGCGTCCTC mit Kanamycin-Sequenz
ppk fwd ACAGCACTGCGTCTGCTTGC
ppk rev ATCTGCATTGCGCCGTCAAC
sbmC fwd XbaI GCGGTCTAGATTTAAGAAG
GAGATATACATATGGAT
SbmC rev HindIII GCGGAAGCTTTCACTT
CCGCTGTACCGGAA
9.7 Bakteriensta¨mme
Im nachfolgenden sind alle Bakteriensta¨mme, die fu¨r die Infektionsversuche bzw. Klonie-
rungsversuche verwendet wurden, unterteilt in die beiden Titelthemen.
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Bakteriensta¨mme, die fu¨r Teil 1 beno¨tigt wurden:
Bakt.Stamm Genotyp Resistenz/Zusatz Quelle
Salmonella Typhimurium
SL1344 Xyl, hisG, rspL S Hoiseth, S.K.;
Stocker, B.A.D.
SDB14 SL1344 aroA S, K Bumann, D.
SDB15 SL1344 aroA S Bumann, D.
SDB18 SL1344 aroA asd S, K, DAP Bumann, D.
SDB19 SL1344 aroA asd S, DAP Bumann, D.
SDB38 SL1344 aroA sipB S, K Bumann, D.
SDB48 SL1344 ssrB invG S, K, Cam Bumann, D.
SDB54 SL1344 ssrB invG phoP S, Cam, K Bumann, D.
SDB72 SL1344 aroA asd flhD S, K, DAP Bumann, D.
SDB74 SL1344 aroA invG S, Cam, DAP Bumann, D.
SMR19 SL1344 aroA asd phoP S, K, DAP Reichenbach, M.
SMR20 SL1344 aroA asd sipB S, K, DAP Reichenbach, M.
SMR21 SL1344 aroA asd ssrB S, K, DAP Reichenbach, M.
SMR22 SL1344 aroA asd sipB S, DAP Reichenbach, M.
SMR23 SL1344 aroA asd ssrB S, DAP Reichenbach, M.
Escherichia coli Nissle 1917
EcN E. coli (O6:K5:H1), — Mutaflor R©
Hly-, Mcm+
Bakteriensta¨mme, die fu¨r Teil 2 beno¨tigt wurden:
Bakt.Stamm Genotyp Resistenz/Zusatz Quelle
Salmonella Typhimurium
SL1344 Xyl, hisG, rspL S Hoiseth, S.K.;
Stocker, B.A.D.
SDB7 SL1344 ssaGH S, K Bumann, D.
SDB13 SL1344 asd S, K, DAP Bumann, D.
SDB14 SL1344 aroA S, K Bumann, D.
SDB15 SL1344 aroA S Bumann, D.
SDB16 SL1344 aroA purA S, K Bumann, D.
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SDB19 SL1344 aroA asd S, DAP Bumann, D.
SDB68 SL1344 ubiE S, K Bumann, D.
SDB90 SL1344 ubiC S, K Bumann, D.
SMR3 SL1344 ssaGH asd S, K, DAP Reichenbach, M.
SMR4 SL1344 ssaGH ribB S, K, Riboflavin Reichenbach, M.
SMR5 SL1344 ssaGH ubiE S, K Reichenbach, M.
SMR6 SL1344 ssaGH ubiC S, K Reichenbach, M.
SMR7 SL1344 ssaGH trx S, K Barat, S.
SMR8 SL1344 ssaGH ppk S, K Barat, S.
SMR9 SL1344 aroA purA asd S, K, DAP Reichenbach, M.
SMR10 SL1344 aroA purA ribB S, K, Riboflavin Reichenbach, M.
SMR11 SL1344 aroA purA trx S, K Barat, S.
SMR12 SL1344 aroA purA ppk S, K Barat, S.
SMR13 XL-10 pBAD22hipA S, K, Cam Reichenbach, M.
Escherichia coli
XL10-Gold KanR K, Tet Stratagene
9.8 Plasmide
Plasmid Beschreibung Quelle
Teil 2
pAD123 entha¨lt stabiles GFP [32]
pBAD18 ParaC [67]
pBAD22hipA ParaC , hipA Gen Vasquesz-Laslop [201]
pBAD24hipA7 ParaC , hipA7 Allel Hill, T. [100]
pBAD33relE ParaC , relE Gen Gerdes, K. [17]
pKD46 Lambda Red Rekombinase [24]
CP20 FLP-Rekombinase [35]
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9.9 Versuchstiere
Teil 1
Alle Tierexperimente am Helmholtz-Zentrums fu¨r Infektionsforschung wurden unter SPF-
Bedingungen gema¨ß den Richtlinien des Tierschutzgesetzes durchgefu¨hrt. Wenn nicht an-
ders angegeben, wurden weibliche Ma¨use im Alter zwischen 8 und 12 Wochen verwendet.
Die Tiere fu¨r die IL-10 Versuche waren mit einer definierten Darmflora (CRASF R©) ohne E.
coli-Sta¨mme besiedelt. Diese wurde u¨ber CD1 Ma¨use am HZI eingefu¨hrt. Die IL-10 Mutan-
ten wurden anschließend u¨ber Embryonentransfer in die Tierhaltung eingebracht. Bei den
Mutanten handelt es sich um IL-10-/- (Axel Roers), IL-10 f l/ f l CD4-Cre, IL-10 f l/ f l LysM-Cre,
IL-10R-/-K14-Cre (8.Generation), IL-10R f l/ f l CD4-Cre, IL-10R f l/ f l LysM-Cre, IL-10R f l/ f l
CD19-Cre, IL-12 /IL-10 f l/ f l CD4-Cre und IL-4 /IL-10 f l/ f l CD4-Cre. Alle knock-out-Sta¨mme
waren im C57BL/6J Hintergrund. Der IL-10 f l/ f l-Stamm war in der 10. Generation und der
IL10R f l/ f l (Robert S. Jack) wurde nach Ru¨ckkreuzung in BALB/c einmal mit C57BL/6J ver-
paart. Bei den zelltypspezifischen knock-outs befanden sich CD4-Cre und CD19-Cre in der
10. Generation und LysM-Cre in der 8. Generation. Eine ¨Ubersicht u¨ber die Maussta¨mme
ist in Tabelle 9.1 aufgefu¨hrt.
Bezeichnung Abku¨rzung Pha¨notyp Referenz
C57BL/6J B6 Wildtyp
ubiquita¨re Knock-Out-Sta¨mme
B6.129P2-Il4tm1Cgn/J IL-4-/- IL-4 knock-out [107]
B6-Il10tm1Cgn/J IL-10-/- IL-10 knock-out [106]
B6.129S1-Il12atm1Jm/J IL-12-/- IL-12 knock-out [121]
Sta¨mme mit flox/flox
B6-Il10tm3Cgn IL-10 f l/ f l IL-10 flox [186]
C;129P2-Il10rtm1( f lox)Grei f swald IL-10R f l/ f l IL-10R flox —
Cre-Sta¨mme Zelltypspezifita¨t [107]
B6.D2-Tg(CD4-cre)1Cwi/J Cd4-Cre T-Zellen [112]
B6-Cd19tm1(cre)Cgn Cd19-Cre B-Zellen [167]
B6;129P2--Lzm-s2tm1(cre)Cgn lysM-Cre Makrophagen, Neutrophile [18]
B6.D2-Tg(KRT14-cre)1Cgn K14-Cre Oozyten, Keratinozyten [69]
Tabelle 9.1: ¨Ubersicht u¨ber die eingesetzten Maussta¨mme Alle Maussta¨mme wurde am
Helmholtz-Zentrum fu¨r Infektionsforschung gezu¨chtet und gehalten.
Die C3H/HeJ-IL10-/- Tiere und die entsprechenden Kontrolltiere C57BL/6J-IL10-/- stamm-
ten von Andr Bleich aus einer Zucht des Zentralen Tierlabors der Medizinischen Hochschu-
le in Hannover (MHH). Versuche mit diesen Tieren wurden unter SPF-Bedingungen an der
MHH durchgefu¨hrt.
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Teil 2
Die Persistenzversuche fanden an der Medizinischen Hochschule in Hannover statt. Fu¨r
diese Experimente wurden von Charles River bezogene BALB/c Ma¨use eingesetzt, die
unter SPF-Bedingungen gehalten wurden. Verwendet wurden Weibchen die zu Versuchs-
beginn im Alter von 8 bis 12 Wochen waren.
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10. Methoden
10.1 Methoden zu Teil 1
10.1.1 Wachstumsbedingungen der Bakteriensta¨mme
Eine ¨Ubernachtkultur des gewu¨nschten Bakterienstammes wurde 1 : 100 mit entsprechen-
den Antibiotika und Zusa¨tzen in frisches LB-Medium u¨berimpft und fu¨r ca. 4 Stunden bei
180 rpm schu¨ttelnd inkubiert. Beim Erreichen einer OD600 von 2,4 bis 2,7 wurden die Bak-
terien bei 6000 rpm fu¨r 12 min. pelletiert und anschließend zweimal mit LB 3% NaHCO3-
Medium gewaschen und auf die gewu¨nschte Infektionsdosis eingestellt.
Zum Inaktivieren der Bakterien wurden diese nach dem Ersten pelletieren in 2% igem
Formaldehyd in PBS resuspendiert und fu¨r 1 Stunde auf Eis inkubiert. Vor dem Einstel-
len der Infektionsdosis wurde zweimal mit 1xPBS gewaschen.
Fu¨r die Behandlung mit Gentamycin wurde den Bakterien bei Erreichen der oben genann-
ten Optischen Dichte Gentamycin mit einer Endkonzentration von 500 µg/ml zugefu¨gt und
anschließend fu¨r weitere 2 Stunden bei 37 ◦C und 180 rpm schu¨ttelnd inkubiert. Nach zwei-
maligem waschen mit LB 3% NaHCO3, wie im ersten Absatz beschrieben, wurden die
Bakterien auf die gewu¨nschte Infektionsdosis eingestellt.
10.1.2 Infektionsmodell
Je nach Versuch wurde den Ma¨usen 1 x 109 oder 5 x 1010 KBE des entsprechenden Bakte-
rienstammes oral verabreicht. An verschiedenen Zeitpunkten nach Versuchsbeginn wurden
die Ma¨use durch zervikale Dislokation geto¨tet, um anschließend die PP zu isolieren.
METHODEN
10.1.3 Bestimmung der KBE
Die isolierten PP wurden in 1 ml PBS/ 2% FKS homogenisiert. Um die Zahl der intrazel-
lula¨ren Bakterien zu bestimmen, wurden 50 µl der Zellsuspension mit 50 µl 0,1 % Triton
X-100 versetzt und in verschiedenen Verdu¨nnungsstufen auf LB-Agar-Platten mit entspre-
chenden Antibiotika und Zusa¨tzen ausplattiert, u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert und anschlie-
ßend ausgeza¨hlt.
10.1.4 Bestimmung der Zellzahl
Fu¨r die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl der Zellsuspension (aus 10.1.3) 1:1 mit
Trypanblau gemischt und in eine Neubauerza¨hlkammer (10 µl) eingebracht. Das Ausza¨hlen
von 32 Kleinquadraten ergab die Zellzahl x 104 ml.
10.1.5 Durchflusszytometrische Analyse der PMN-Infiltration in die
PP
Die verbliebenen 940 µl der Zellsuspension wurden fu¨r die Durchflusszytometrische Ana-
lyse zuna¨chst abzentrifugiert (1400 rpm, 7 min, 4 ◦C, Ausschwingrotor) und anschließend
mit den Prima¨rantiko¨rpern (PE Rat Anti-Mouse CD11b [BD, Cat.: 557397] 1:500, Biotin
Rat Anti-Mouse Ly-6C [BD, Cat.: 557359] 1:400, FITC Rat Anti-Mouse Ly-6G [BD, Cat.:
551460] 1:200) fu¨r 20 min. auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach einem Waschschritt (2 ml
PBS/ 2% FKS), schloss sich eine 10 minu¨tige Inkubationszeit mit dem Sekunda¨rantiko¨rper
(Streptavidin-allophycocyanin [Molecular Probes (MP), Cat.:S868] 1:1000) an. Anschlie-
ßend wurde die Zellsuspension mit 2 ml PBS/ 2% FKS gemischt und filtriert [Partec, Cell
Trics Disposable Filters 30 m, Cat.: 04-004-2326], wobei mit 1 ml nachgespu¨lt wurde, und
schließlich wieder pelletiert. Das entstandene Pellet wurde in 100 µl 1 x PBS resuspendiert
und durch Zugabe von 100 µl PBS/ 2% Formaldehyd fixiert.
Alle Antiko¨rper wurden in PBS/ 2% FKS/ 2% Mausserum verdu¨nnt. Alle Arbeiten wurden
lichtgeschu¨tzt und auf Eis durchgefu¨hrt. Fu¨r die Quantifizierung der Zellpopulationen wurde
das FACSCalibur [BD biosciences] benutzt. Die Auswertung erfolgte mit FCS Express V2
[De Novo Software].
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10.1.6 Immunhistochemie
Fu¨r immunhistochemische Fa¨rbungen wurde die Ha¨lfte der isolierten PP zuna¨chst in Tissue-
Tek O.C.TTM [SAKURA] eingebettet und auf Trockeneis schock-gefroren. Mit dem Kryostat
[LEICA CM30509] wurden Schnitte mit einer Dicke von 8 µm hergestellt. Vor der Fa¨rbung
wurden sie fu¨r 20 min. mit eiskaltem Aceton oder fu¨r 10 min. mit 4% Formaldehyd fixiert,
gewaschen und fu¨r ca. 1 Stunde geblockt. Anschließend wurden die Schnitte mit den ent-
sprechenden Antiko¨rpern gefa¨rbt. Alle Antiko¨rper wurden in der Blockierlo¨sung verdu¨nnt.
Die Inkubationszeit mit dem Prima¨rantiko¨rper betrug 1 Stunde, mit dem Sekunda¨rantiko¨rper
30 min. Um die Fluoreszensintensita¨t u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum zu erhalten, erfolgte ei-
ne finale Fixierung mit 4% Formaldehyd fu¨r 20 min. Nach jedem Inkubationsschritt wurde
dreimal gewaschen. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Moviol-DABCO [Fluka] einge-
deckelt. Die gefa¨rbten Schnitte wurden am Fluoreszensmikroskop [OLYMPUS IX81] mit
Hilfe der Software AnalySISD [OLYMPUS] aufgenommen und mit Photoshop CS [Micro-
soft] bearbeitet.
Blockierlo¨sung
100 mg/ml Blockierreagent [MP, Komponente D, TSA Kit, Cat.: T20926]
2 % (v/v) Mausserum
1 x TBS
Waschpuffer
1 x TBS
0,05 % (v/v) Tween
Prima¨rantiko¨rper
FITC rat anti-mouse Ly-6G [BD, Cat.: 551460]
Anti-Salmonella Typhimurium [Sifin]
Anti-O6-LPS [Robert-Koch-Institut Werningerode]
91
METHODEN
Sekunda¨rantiko¨rper
Alexa 488 goat anti-FITC IgG [MP, Cat.: A11096]
Alexa 647 goat anti-rabbit IgG [MP, Cat.: A21443]
Alexa 546 goat anti-rabbit IgG [MP, Cat.: A11010]
10.1.7 Statistische Auswertung
Zur statistischen Analyse wurde GraphPad Prism 4 [GraphPad Software, Inc.] verwendet.
Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5% (∗, P<0,05) wurde ein Unterschied zwi-
schen zwei zu analysierenden Datensa¨tzen als signifikant bezeichnet, bei P<0,01 (∗∗) als
sehr signifikant und bei P<0,001 (∗ ∗ ∗) als hoch signifikant. Nicht signifikante (n.s.) Werte
waren P>0,05. Fu¨r die Berechnung wurde der nicht-parametrische t-Test (Mann-Whitney
U) eingesetzt.
10.2 Methoden zu Teil 2
10.2.1 Transformation via Elektroporation
Herstellung elektrokompetenter Zellen
Von einer ¨Ubernachtkultur des gewu¨nschten Stammes wurde 1 : 100 in eine Tageskultur mit
den entsprechenden Antibiotika oder Zusa¨tzen u¨berimpft und bei der erforderlichen Tem-
peratur bei 180 rpm schu¨ttelnd bis zu einer OD600 von 0,9 inkubiert. Dabei ergaben 100
ml Kultur am Ende ca. 200 µl Zellen. Anschließend wurden die Bakterien in 50 ml-Falcons
u¨berfu¨hrt und fu¨r 30 min auf Eis inkubiert. Nach 20 minu¨tigem pelletieren der Bakterien bei
6000 x g und 4 ◦C wurde jedes Pellet in 10 ml eiskaltem ddH2O resuspensiert. Es wurden
immer 2 Falcons vereinigt bis nur noch 2 u¨brig geblieben sind. Der Waschvorgang mit eis-
kaltem ddH2O wurde insgesamt 3 mal durchgefu¨hrt. Anschließend wurden die Zellen fu¨r
sofortige Verwendung in sehr wenig Restflu¨ssigkeit resuspendiert und fu¨r die Elektropora-
tion eingesetzt oder fu¨r die Lagerung bei −80 ◦C in 40% Glycerol gewaschen und in 10%
Glycerol in 100 µl Aliquots gelagert.
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Transformation
100 µl der tiefgefrorenen elektrokompetenten Zellen langsam auf Eis auftauen lassen oder
100 µl frische Zellen mit 1 µl Plasmid oder DNA-Fragment aus der PCR vermischen und in
eine vorgeku¨hlte 2 mm Ku¨vette geben. Danach wurde bei folgenden Bedingungen transfor-
miert: 2,5 kV, 25 µF und 400 mΩ [Gene Pulser, Biorad] und anschließend sofort 1 ml SOC-
Medium zugefu¨hrt und in ein 1,5 ml Reagensgefa¨ß zuru¨ck u¨berfu¨hrt. Nach 1h Inkubation
bei 37 ◦C (bzw. 30 ◦C bei temperatursensitiven Plasmiden) und 350 rpm [Thermomixer, Ep-
pendorf] wurden die Zellen durch Zentrifugieren auf maximaler Stufe aufkonzentriert. Das
Pellet wurde in ca. 100 µl Restflu¨ssigkeit resuspendiert und anschließend ausplattiert. Am
na¨chsten Tag wurden die Klone gepickt und u¨berpru¨ft.
Alle Plasmide wurden zuerst in den E. coli XL-10 transformiert, da dieser Stamm aufgrund
seines Hte-Pha¨notyps eine erho¨hte Transformationseffiziens besitzt.
10.2.2 Bakterienmutantenerzeugung mittels PCR (Datsenko)
Hierbei wurde das Zielgen durch Rekombination mit einer Kanamycin-Kassette ausge-
tauscht [24]. In einer PCR Reaktion wurde die Kanamycinsequenz amplifiziert (Go-Taq-
Polymerase von Promega). Die Primer fu¨r die Reaktion wurden so ausgewa¨hlt, dass sie
40 bp von Anfang und Ende des Zielgens sowie 20 bp der Kanamycin-Kassette enthiel-
ten. Die entsprechenden Sequenzen der Salmonella-Gene wurden in der Genomdaten-
bank www.tigr.org auf der Grundlage der Genomsequenz von Salmonella Typhimurium LT2
SGSC1412 recherchiert. Als DNA-Template fu¨r die PCR-Reaktion wurde aus einem Salmo-
nellenstamm, welcher schon eine Kanamycin-Kassette enthielt, genomische DNA mit Hilfe
des Plasmid Quick Pure Kits von Machery-Nagel isoliert.
PCR-Reaktion (1x)
10 µl 5x Puffer
4 µl 25 mM MgCl2
5 µl 2 mM dNTPs
1,5 µl 10 pmol 5-> 3-Oligo
1,5 µl 10 pmol 3-> 5-Oligo
0,25 µl Go-Taq
0,1 µl DNA (Stamm mit Kan-Kassette)
26,75 µl dH2O
50 µl Gesamtvolumen
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Um eine ausreichende Menge an DNA fu¨r die anschließende Transformation zur Verfu¨gung
zu haben, wurden 500 µl von dem PCR Ansatz in Aliquots von 10 x 50 µl hergestellt.
Die ersten 10 Zyklen im PCR-Cycler-Programm wurden als Step-down PCR durchgefu¨hrt
(∗). Hierbei wurde die initiale Annealingtemperatur von 60 ◦C bei jedem Zyklus um 1 ◦C
gesenkt. Es folgten weitere 30 Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 50 ◦C.
Thermocycler-Programm Vorlauf des Heizdeckels bei 110 ◦C
initiale Denaturierung 5 min. 94 ◦C
Denaturierung 30 sek. 94 ◦C
Annealing 30 sek. 50 ◦C 10 Zyklen
Extension 45 sek.kb 72 ◦C
Denaturierung 30 sek. 94 ◦C
Annealing 30 sek. 60 ◦C (∗) 30 Zyklen
Extension 45 sek.kb 72 ◦C
finale Extension 5 min. 72 ◦C
Ein Aliquot des PCR-Ansatzes (3 µl) wurde anschließend in einem 1 % igen Agarosegel auf
die korrekte Gro¨ße des amplifizierten Fragments hin u¨berpru¨ft. Die DNA aus dem restlichen
Ansatz wurde mit Hilfe des Wizard SV PCR Clean-Up Kit (Promega) aufgereinigt und in
einem Minimalvolumen von 15 µl in ddH2O aufgenommen.
Das entstandene DNA-Fragment wurde nun mittels Elektroporation in den Zielstamm trans-
formiert, welcher ein arabinoseinduzierbares temperatursensitives Plasmid mit Rekombina-
se (pKD46) enthielt. Bei der Herstellung der kompetenten Zellen wuchsen die Bakterien in
LB-Medium mit 0,2 % L-Arabinose, um die Expression der Rekombinasse zu induzieren.
Der Ansatz wurde bis zu einer OD600 von 0,9 wachsen gelassen, dann fu¨r 15 min. auf
Eis inkubiert und 3 mal mit eiskaltem sterilem Wasser gewaschen (Zentrifugation: 20 min,
10.000rpm, 4 ◦C). Die elektrokompetenten Zellen enthielten somit die notwendige Rekom-
binase. Nach der Transformation (2 mm Ku¨vette, 2,5 kV, 25 µF, 400 mΩ) wurden die Bak-
terien fu¨r 1 Stunde bei 37 ◦C und 350 rpm in SOC-Medium inkubiert. Anschließend wurden
die Zellen abzentrifugiert, auf LB-Platten ausgestrichen und u¨ber Nacht bei 37 ◦C und 180
rpm inkubiert. Die entstandenen Klone wurden in 7% DMSO aufgenommen und per PCR
auf die Mutation hin untersucht.
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10.2.3 Bakterienmutantenerzeugung mittels P22 Phagentransduktion
Mit Hilfe des Salmonellen spezifischen P22 HT Phagens kann eine Mutation von einem Sal-
monellenstamm auf einen anderen u¨bertragen werden. Hier wurde die, fu¨r eine generelle
Transduktion geeignetere, Phagenmutante P22 HT105/1 int-201 verwendet, da sie beliebi-
ge DNA-Fragmente in die neusynthetisierten Phagenko¨pfe verpackt. Somit ko¨nnen einige
Phagen auch die Kanamycin-Kassette mit dem umliegenden Gensequenzen, enthalten, die
dann eine Rekombination in das Genom des neuen Wirts ermo¨glichen.
Herstellung des Phagenlysats (nach S. Maloy):
Hierfu¨r wurde der Donorstamm (1 ml) u¨ber Nacht in LB-Medium bei 30 ◦C und 350 rpm in
einem Thermomixer schu¨ttelnd inkubiert. Anschließend wurden 200 µl der Kultur mit 1 ml
Phagenlo¨sung gemischt und u¨ber Nacht bei 37 ◦C schu¨ttelnd inkubiert. Die Bakterienlo¨sung
wurde 2 min. bei 14.000 rpm abzentrifugiert, der ¨Uberstand entnommen und 100 µl Chlo-
roform zugegeben, gevortext und anschließend bei 4 ◦C gelagert.
Bestimmung des Phagentiters:
Hierzu wurde eine EBU-Platte in 4 Sektoren abgeteilt. 2,5 ml Top-Agar wurden in der Mikro-
welle kurz aufgekocht und im Wasserbad auf 50 ◦C abku¨hlen gelassen. Wenn der Top-Agar
die entsprechende Temperatur erreichte, wurden 100 µl SL1344 aus einer ¨Ubernachtkultur
zugefu¨gt, sofort gru¨ndlich vermischt und gleichma¨ßig auf die Platte gegossen. Wa¨hrend
der TOP-Agar fu¨r ca. 30 min. trocknete, wurde eine Verdu¨nnungsreihe des Phagens in ste-
rilem 0,85% NaCl hergestellt. Anschließend wurden je 20 µl der Verdu¨nnungen 10−6, 10−7,
10−8 und 10−9 in je einen Sektor getropft. Die Platte wurde fu¨r 30 min. stehen gelassen, da-
mit der Phagentropfen trocknen konnte und schließlich u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert. Am
na¨chsten Tag wurden die Plaques fu¨r jede der Verdu¨nnungen geza¨hlt und der Phagentiter
(pfu/ml) anhand folgender Formel berechnet:
AnzahlderPlaques×Verdu¨nnungsfaktor×1000µl
20µl×ml = pfu/ml
Phagentransduktion:
Fu¨r die Transduktion wurden 200 µl einer ¨Ubernachtkultur des Rezipienten mit 1 µl, 5 µl
bzw. 20 µl des Phagenlysats gemischt und 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schließend wurde 1 ml LB10mM EGTA (pH8.0) zugefu¨hrt und der Ansatz fu¨r 1 Stunde bei
37 ◦C schu¨ttelnd inkubiert. Schließlich wurde das Pellet in Restflu¨ssigkeit resuspendiert und
auf LB-Platten mit den entsprechenden selektiven Antibiotika ausplattiert und u¨ber Nacht
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bei 37 ◦C inkubiert. Die Klone wurden in 7% DMSO aufgenommen und mittels PCR (wie
unter 10.2.4) getestet.
¨Uberpru¨fen der Klone:
Mittels Kolonie-PCR (siehe 10.2.4) konnten die Klone auf die Mutation hin untersucht wer-
den, indem Oligos verwendet wurden die außerhalb des Zielgens liegen. Durch den Aus-
tausch der Gensequenz mit der Kanamycinresistenz-Kassette erhielt man nun ein PCR-
Fragment mit einer im Vergleich zum Wildtyp verschiedenen La¨nge.
Identifizierung von Bakterien mit Pseudolysogenen Phagen:
Um die positiven Klone von den Phagen zu befreien, wurden sie zweimal auf EBU-Platten
ausgestrichen. EBU-Platten enthalten einen gru¨nen Farbstoff der sich durch die, bei der
phageninduzierten Lyse der Bakterien entstandene Sa¨ure, in einen blauen Farbstoff um-
wandelt. Kolonien, die auf diesen Platten weiss wachsen, enthalten keine Phagen mehr.
10.2.4 Kolonie – PCR
Zur ¨Uberpru¨fung des Erfolgs der Klonierung wurden von jedem klonierten Gen mehrere
Klone gepickt und mittels Kolonie-PCR getestet. Dazu wurde jeder Klon in 100 µl 7% DMSO
resuspendiert. Wa¨hrend 1 µl davon direkt fu¨r die Kontroll-PCR eingesetzt werden konnte,
wurde bei einem positivem Ergebnis der Rest dazu verwendet, um eine ¨Ubernachtkultur
anzusetzen, welche dann dazu diente eine Stammkultur des Klons herzustellen.
PCR-Reaktion (1x)
2 µl 5x Puffer
0,8 µl 25 mM MgCl2
1 µl 2 mM dNTPs
0,5 µl 10 pmol 5-> 3-Oligo
0,5 µl 10 pmol 3-> 5-Oligo
0,1 µl Go-Taq
1 µl DNA (Klon in DMSO)
6,1 µl dH2O
10 µl Gesamtvolumen
96
METHODEN
Die ersten 10 Zyklen wurden als Step-down PCR durchgefu¨hrt (∗). Hierbei wurde die initiale
Annealingtemperatur von 60 ◦C bei jedem Zyklus um 1 ◦C gesenkt. Es folgten weitere 30
Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 50 ◦C.
Thermocycler-Programm Vorlauf des Heizdeckels bei 110 ◦C
initiale Denaturierung 5 min. 94 ◦C
Denaturierung 30 sek. 94 ◦C
Annealing 30 sek. 50 ◦C 10 Zyklen
Extension 45 sek.kb 72 ◦C
Denaturierung 30 sek. 94 ◦C
Annealing 30 sek. 60 ◦C (∗) 30 Zyklen
Extension 45 sek.kb 72 ◦C
finale Extension 5 min. 72 ◦C
10.2.5 Wachstumsbedingungen der Bakteriensta¨mme
Die gewu¨nschten Bakteriensta¨mme wurden in LB-Medium mit den entsprechenden Antibio-
tika und Zusa¨tzen u¨ber Nacht bei 37 ◦C und 180 rpm inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden
die Bakterien fu¨r 3 min. bei 6.000 x g abzentrifugiert und anschließend im gleichen Volumen
an kommerziellem 1 x PBS (Gibco) resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt
dreimal durchgefu¨hrt. Nach dem letzten Waschen wurde eine Infektionsdosis von 106 KBE
in 100 µl eingestellt. Bei einer kompetitiven Infektion wurde den Ma¨usen ein Gemisch aus
zwei verschiedenen Bakteriensta¨mmen verabreicht. Es handelte sich dabei meistens um
eine 1 : 1 Mischung der Mutante und ihrem Parentalstamm. Dafu¨r wurden die optischen
Dichten beider Sta¨mme vor dem Waschen bestimmt und anschließend eine 1 : 1 Mischung
hergestellt. Nach dem folgenden Waschen wurde die Infektionsdosis eingestellt.
10.2.6 Infektionsmodell
Den Ma¨usen wurden 100 µl der Bakterienlo¨sung intra veno¨s (i.v.) appliziert. An den Tagen
1, 3 und 7 nach der Infektion wurden die Tiere durch zervikale Dislokation geto¨tet und die
Milz entnommen.
97
METHODEN
10.2.7 KBE-Bestimmung
Die entnommene Milz wurde in 1 ml PBS 0,3% Triton X-100 u¨berfu¨hrt. Mit Hilfe des Stem-
pels einer 5 ml-Einwegspritze wurde die Milz zersto¨rt. Die entstandene Milzsuspension
wurde mehrfach verdu¨nnt und ein Aliquot auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika
und Zusa¨tzen ausplattiert. Die Platten wurden u¨ber Nacht, oder la¨nger wenn erforderlich,
bei 37 ◦C inkubiert. Am folgenden Tag wurde sie ausgeza¨hlt und die Zahl der KBE pro Milz
bestimmt.
Bei kompetitiven Infektionen wurden Aliquots der Verdu¨nnung zum einen auf Streptomycin
enthaltenen LB- Platten ausplattiert und zum andern auf LB- Platten mit Streptomycin und
Kanamycin. Im Vergleich zum Parentalstamm enthalten die hier erzeugten Salmonellen-
mutanten eine Kanamycinresistenz- Kassette anstelle des Zielgens. Die KBE des Parental-
stammes ergibt sich aus der Differenz der Koloniezahlen der Streptomycin und Kanamy-
cinplatten.
10.2.8 Arabinoseinduktion von Plasmiden
Enthielt der Bakterienstamm ein Plasmid bei dem das Gen hinter einem ParaC- Promotor
liegt, dann muss die Expression durch Zugabe von L-Arabinose induziert werden. Dazu
wurde der Stamm 1 : 200 von einer ¨Ubernachtkultur in frisches Medium u¨berimpft und bei
37 ◦C (Ausnahme: temperatursensitive Plasmide, z.B. pKD46 bei 30 ◦C) schu¨ttelnd inku-
biert. Beim Erreichen einer OD600 von 0,5 (ca. 2,5 Stunden) wurde L-Arabinose in einer
Endkonzentration von 0,2% zugegeben (10% Stammlo¨sung), um den Promotor zu aktivie-
ren.
10.2.9 SPI 1- Induktion mittels M9-Mangelmedium
Das M9 Mangelmedium diente dazu die Expression der fru¨hen Virulenzgene von Salmo-
nella Typhimurium zu induzieren, indem es einem in vivo Zustand a¨hnelt. Von einer LB-
¨Ubernachtkultur wurde 1 : 200 in M9 Mangelmedium mit MgSO4 (pH 6,0) u¨berimpft und
erneut u¨ber Nacht wachsen lassen. Am folgenden Tag wurde von dieser Kultur 1 : 100 in
M9 Mangelmedium ohne MgSO4 (pH 5,8) u¨berimpft.
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10.2.10 Generierung des arabinoseinduzierbaren pBAD18 GFP Plas-
mids
Um die Funktionsfa¨higkeit des arabinoseinduzierbaren pBAD Plasmids in SL1344 zu te-
sten, wurde ein Gen, das fu¨r eine stabile Variante von GFP kodiert, hinter den Arabinose-
abha¨ngigen Promotor kloniert. Dafu¨r wurde das Plasmid mit den Restriktionsendonuklea-
sen Xba I und Hind III geschnitten. Das GFP stammt aus dem pAD123 Plasmid [32] und
wurde mit den gleichen Enzymen aus dem Plasmid entfernt. Mit Hilfe der T4 DNA Liga-
se wurden beide Fragmente nach Aufreinigung in einem 1% igen Agarosegel miteinander
ligiert.
Doppel-Restriktionsverdau Ligationsansatz
10 µl Plasmid (pBAD18 bzw. pAD123) 4 µl pBAD18- Plasmid
3 µl 10 x Tango Puffer [∗] 2 µl GFP- Fragment
3 µl Xba I (10U/l) [∗] 1 µl T4 DNA Ligase [∗]
6 µl Hind III (10U/l) [∗] 1,5 µl Ligase-Puffer [∗]
8 µl ddH2O 6,5 µl ddH2O
30 µl Gesamtvolumen 15 µl Gesamtvolumen
Inkubation u¨ber Nacht bei 37 ◦C Inkubation fu¨r 20 min. bei 20 ◦C
[∗] Fermentas
Nach den Restriktionsverdauen wurden diese mit Ladepuffer auf einem 1% igen Agarose-
gel aufgetrennt und die entsprechenden Banden aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe
des Wizard SV Gel Extraktions-Kits [Promega] aufgereinigt. Der Ligationsansatz wurde vor
der Transformation ebenfalls noch einmal mit dem Wizard SV PCR Clean-Up Kit [Promega]
aufgereinigt.
Anschließend wurde das Plasmid in XL-10 transformiert. Nach erfolgreicher Isolierung mit
Hilfe eines Plasmid-Minipra¨parations-Kits [Plasmid dna-OLS, OLS] wurde das Plasmid in
den SL1344 via Elektroporation eingebracht (Elektroporation siehe 10.2.1).
10.2.11 Durchflusszytometrische Bestimmung der GFP – Fluoreszenz
Wie unter 10.2.8 beschrieben, wurden die Sta¨mme mit dem arabinoseinduzierbaren GFP-
Plasmid zur Expression des gru¨nfluoreszierenden Proteins (GFP) angeregt. 1h, 2h, 4h und
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u¨ber Nacht nach der Induktion wurde dem Ansatz 1 µl entnommen und in ein FACS-Ro¨hr-
chen mit 400 µl 1 x PBS/ 1% Formaldehyd, zur Fixierung, u¨berfu¨hrt. Im FACS Calibur wur-
den die Zellen anhand ihrer Fluoreszens (FL1-Kanal) und Gro¨ße (FSC-Kanal) analysiert
und graphisch dargestellt.
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DC Dendritische Zelle
DSS Dextran sulphate sodium
CpG cytidin-phosphate-guanosin
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ds doppelstra¨ngig
E. Escherichia
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EHEC enteroha¨morrhagische E. coli
EPEC enteropathogene E. coli
ER Endoplasmatisches Retikulum
et al. und weitere
etc. et cetera
FACS fluorescence-activated cell sorter
FAE Follikel-assoziiertes Epithel
FKS fo¨tales Ka¨lberserum
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FSC forward Scatter
GALT gut associated lymphoid tissue
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GRO-a growth-regulated oncogen-a
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HP-NAP Helicobacter pylori neutrophil-activating protein
Hsp Heat-shock protein
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HZI Helmholtz-Zentrum fu¨r Infektionsforschung
IFN Interferon
IFR interfollikula¨re Region
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IκB Inhibitor von NFκB
IL Interleukin
IL-1R Interleukin-1 Rezeptor
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i.v. intra veno¨s
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KC Keratinocyte-derived chemokine
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